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1 Introduction : les transporteurs de bicarbonate. 
 
 L'homéostasie est le maintien de l'ensemble des paramètres physico-chimiques d’un 
organisme. Ces paramètres: glycémie, température, taux de sel dans le sang, pH, etc. doivent 
rester relativement constants. La stabilité du milieu intérieur (équilibre hydrique, équilibre 
électrolytique, équilibre acido-basique) est essentielle. C’est cet équilibre dynamique qui permet 
d’assurer le bon fonctionnement de tous les processus cellulaires et la survie des organismes. 
La régulation du pH et le maintien des gradients d’ions dans l’organisme sont deux 
composantes essentielles de cette homéostasie. Au niveau moléculaire et cellulaire 
l’homéostasie acido-basique passe par la régulation des tampons cellulaires de l’organisme. Le 
couple bicarbonate/C02 est le tampon majoritaire de l’organisme chez l’homme. Il permet une 
régulation fine du pH dans l’organisme. Dans le règne animal, ce tampon est régulé grâce à 
l’intervention de canaux et de transporteurs dont les caractéristiques sont précisées dans les 
chapitres qui suivent. 
 
Les transporteurs impliqués dans l’homéostasie du tampon cellulaire CO2/bicarbonate sont 
regroupés dans deux familles de gènes distincts les SLC4 et les SLC26. 
 
1.1 La famille des SLC4. 
 
La famille des SLC4 (pour « SoLute Carrier familly 4 » ou, en français, « transporteur de solutés 
famille numéro 4 ») compte 10 membres, numérotés de A1 à A11 (le numéro 6 n’étant pas 
utilisé). Si ce n’est pas une famille très nombreuse, comme la grande famille des canaux 
potassiques par exemple, elle se distingue par une grande diversité dans le fonctionnement de 
ses membres ainsi que dans leur répartition tissulaire et leur lieu d’expression cellulaire ou 
subcellulaire. Leur regroupement au sein d’une même famille est principalement dû aux solutés 
pris en charge (bicarbonate dans la majorité des cas) et/ou leur identité de séquence d’acides 
aminés. Ces protéines sont réparties en 3 sous-familles (figure 1) : les échangeurs anioniques 
chlorure/bicarbonate électroneutres regroupant les SLC4A1, SLC4A2 et SLC4A3, les 
transporteurs sodium/bicarbonate comptant les membres SLC4A4 jusqu'à SLC4A8 plus le 
SLC4A10. Enfin les deux derniers membres sont regroupés à part car ils n’entrent pas dans les 
deux précédentes sous-familles : le SLC4A9 et le SLC4A11 respectivement échangeur 
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chlorure/bicarbonate (Lipovich et al., 2001) et cotransporteur borate/sodium (Parker et al., 
2001). Ces protéines peuvent, de manière satisfaisante, être regroupées selon leur fonction sur 
un arbre phylogénique fait à partir de leur séquence d’acides aminés (figure 1). 
 
 
Figure 1. Arbre phylogénique des SLC4. 
D’après la « Fig. 1 SLC4 family tree » de (Romero et al., 2004). 
Cet arbre a été construit en utilisant des séquences d’acides aminés d’un variant d’épissage pour chacun des dix 
gènes slc4. Romero et al. ont utilisé Clustal W pour construire l’arbre phylogénique (Clustal W est disponible en libre 
accès sur www.ebi.ac.uk/clustalw/). 
 
1.1.1 Echangeurs anioniques électroneutres indépendants du sodium. 
 
Les trois échangeurs anioniques électroneutres de la famille SLC4 : A1, A2 et A3, effectuent un 
échange mole à mole de chlorure contre du bicarbonate. Ils sont qualifiés d’électroneutres car 
l’échange qu’ils effectuent met en jeu deux espèces chargées négativement : le chlorure, Cl-, et 
le bicarbonate, HCO3





Le gène SLC4A1 code pour l’AE1. Cette protéine est la protéine modèle de cette étude et de 
cette famille. Historiquement la première clonée et étudiée, elle a servi de modèle pour décrire 
les autres membres des SLC4. 
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1.1.1.1.1 Historique et découverte. 
L’AE1 fait partie d’une famille de protéines membranaires appelée SLC4 et est le prototype de 
la sous-famille des échangeurs anioniques électroneutres dont elle fait partie. Il s’agit de la plus 
étudiée des 3 membres de cette sous-famille. Elle a été mise en évidence beaucoup plus tôt 
que les autres membres de la famille SLC4 à cause de son abondance dans les érythrocytes: 
un érythrocyte humain peut compter jusqu'à 1 million de copies de cette protéine dans sa 
membrane plasmique à un instant t. Ce chiffre représente environ 30% des protéines 
détectables à la membrane cellulaire.  
C’est lors de la mise au point de la technique du SDS-page que l’AE1 va hériter de son nom 
vernaculaire. En effet la référence « bande3 » est due à sa position dans un SDS-page fait à 
partir de préparation membranaire d’érythrocytes humains (Figure 2). 
 
 
Figure 2. SDS-PAGE des protéines de globule rouge humain. 
Figure tirée de « Molecular biology of the cell, 4th edition » figure 10-29. Sur cette préparation on peut visualiser 
environ 15 bandes majeures entre 15 et 250kDa. La bande représentative de la glycophorine A (marquée en rouge 
dans la partie (B) de la figure) est confondue avec la bande 3 très étalée. 
 
Le globule rouge a été un des premiers modèles cellulaires utilisé à cause de ses nombreux 
avantages : facilement disponible, facile à isoler, pas de noyau ni d'organite interne. Il n’est de 
plus composé que d’une seule membrane (la membrane plasmique). Les protéines de ce SDS-
Page « historique » ont par la suite été identifiées (tableau A) et clonées.  
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D’abord clonée chez la souris (Kopito et al., 1985), puis chez l’homme trois ans plus tard 
(Tanner et al., 1988), la bande 3 est une des premières protéines membranaires clonée et 
séquencée référencée dans la littérature. 
 
1.1.1.1.2 Localisation de l’AE1. 
Chez l’homme, l’AE1 s’exprime essentiellement dans les érythrocytes et les cellules 
intercalaires du canal collecteur du rein (Kopito et al., 1985, Tanner et al., 1988). En dehors de 
ces deux lieux d’expression l’AE1 n’a été détecté qu’au niveau du cerveau pendant le 
développement mais pas chez l’adulte et à un faible niveau dans les myocytes cardiaques. Au 
niveau cérébral, pendant le développement embryonnaire il semble agir comme un échangeur 
général de substitution avant son remplacement par les autres échangeurs anioniques l’AE2 
et/ou l’AE3 chez le nouveau-né. Chez l’homme, les deux localisations érythrocytaires et 
rénales, sont associées à deux isoformes différentes issues d’épissages alternatifs de l’AE1. 
Ces protéines eAE1 et kAE1, respectivement exprimées dans les érythrocytes et le rein humain 
diffèrent par leur partie N-terminale. La protéine kAE1 est transcrite à partir d’un promoteur 
alternatif et est tronquée de 65 acides aminés (figure 3). 
 
apparent calculé
bande 1 240 281 α spectrine 2429
bande 2 220 246 β spectrine 2137
bande 2.1 210 206 Ankyrine 1 1880
bande 2.9 97 80 β adducin 726
bande 3 90-100 102 AE1 911
bande 4.1a & 4.1b 78 & 80 66 Protéine 4.1 588
bande 4.2 72 77 Protéine 4.2 691
48 & 52 43 Dermatine 383
46 & 55 53 p55 466
43 42 β actine 375
43 41 Tropomoduline 359
bande 6 35 36 G3PD 335
31 32 Stromatine 288
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Figure 3 : Schéma illustrant les différences entre les versions érythrocytaire et rénale l’AE1. 
La différence entre des deux versions de l’AE1 se fait au niveau N-terminal où la version rénale est tronquée des 66 
premiers acides aminés. La délimitation entre les domaines membranaire et cytosolique varie selon les études. Elle 
est généralement située entre les acides animés 360 et 400 de la version érythrocytaire. 
 
1.1.1.1.3 Structure moléculaire. 
La structure de l’AE1 est caractéristique des protéines de sa famille. Elle est constituée de deux 
gros domaines structuraux représentant chacun à peu près 50% de la protéine : une partie 
cytoplasmique N terminale (N-ter) et un domaine transmembranaire avec l’extrémité carboxy-
terminale (C-ter) cytoplasmique (figure 4).  
 
 
Figure 4 : Représentation schématique de l’AE1. 
L’AE1 est une protéine membranaire qui peut se représenter  par 2 domaines structuraux : un domaine N-terminal 
cytosolique et un domaine C-terminal membranaire, siège de son activité d’échange ionique. 
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Les deux domaines structuraux de l’AE1 fonctionnent de manière indépendante. La partie 
intracellulaire est responsable de l’interaction avec l’ensemble de ses partenaires cellulaires 
tandis que la partie transmembranaire est responsable de l’activité de transport. 
 
1.1.1.1.3.1 Domaine cytoplasmique N terminal. 
Le domaine cytoplasmique de l’AE1 a été cristallisé (figure 5) et l’étude de cette structure a 
permis de localiser les sites importants pour la fixation de l’AE1 à ses différents partenaires 
protéiques dans le globule rouge. 
 
Figure 5 Modèle tridimensionnel de la partie N-terminale de l’AE1. 
Figure originalement publiée AJ. Pang, Biochemistry 2008 « Figure 1: Crystal structure of the cytosolic domain of 
human AE1 (cdAE1) » (Pang et al., 2008) 
La structure du domaine cytoplasmique de l’AE1 a été résolue à 2,9 Å à pH 4,8. Sur cette représentation chaque 
monomère est représenté avec une teinte de gris différente et la partie regroupant des acides aminés 1 à 66 de 
chaque monomère est représentée en noir. Ces acides aminés 1-66 est la partie manquante dans la version rénale 
de l’AE1 par rapport à la version érythrocytaire. 
 
Les principales protéines en interaction avec l’AE1 via sa partie intracellulaire sont l’ankyrine qui 
sert de liaison avec le cytosquelette de spectrine, la protéine 4.2, la deoxy-hémoglobine, 
l’aldolase (Hargreaves et al., 1980, Chu et al., 2006). Le trio de protéine bande3, ankyrine et 
protéine 4.2 est très important pour la déformabilité du globule rouge (figure 6). C’est grâce à 
cette association que le globule rouge va avoir sa forme caractéristique. 
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Figure 6. Cytosquelette de spectrine d’un globule rouge. 
Figure tirée de « Molecular Biology of the Cell », 4th Edition, Figure 10-31. 
(A) Spectrine du cytosquelette de la face cytosolique du GR humain en microscopie électronique (coloration 
négative) 
(B) Interprétation en schéma de la structure interne de la membrane plasmique d’un globule rouge. actine (13 
monomères), bande 4.1, spectrine,  ankyrine, bande 3, et glycophorine. 
 
L’AE1 via son interaction avec la protéine 4.2 permet la formation de macrocomplexes 
protéiques importants (figure 7) dans la membrane regroupant un grand nombre de protéines 
notamment les protéines rhésus (RhAG et Rh) (Bruce et al., 2003). 
 
Figure 7. Macrocomplexe de l’AE1 dans les érythrocytes.  
Originalement publié par LJ .Bruce, Blood, 2003 avec le titre « Fig. 6. Band 3 macrocomplex and proposed gas 
exchange metabolon ».(Bruce et al., 2003) 
Abbéviations : AQP1 (Aquaporine1), Rh (Rhésus), RhAG (Glycoprotéine associée à Rh), 4.2 (Protéine 4.2), Ankkyrin 
(Ankyrine), Deoxy Hb (Deoxy Hémoglobine), CAII (Anhydrase Carbonique II), GPA (Glycophorine A), GPB 
(Glycophorine B). 
Les protéines représentées sur le schéma de LJ Bruce sont en interaction avec l’AE1 : directe (interaction protéine-
protéine), indirecte (par l’intermediaire de la protéine 4.2 ou de l’Ankyrine) ou fonctionnelle (pour l’AQP1). 
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La boucle de fixation de l’ankyrine est composée des résidus 175PAVLTRSGDPS185 qui forment 
une boucle entre 2 feuillets β configurés en épingle à cheveu ou « bêta-hairpin loop » (figure 8). 
 
 
Figure 8. Boucle de fixation de l’ankyrine en « bêta-hairpin » sur l’AE1. 
Sur ce schéma, la boucle 175PAVLTRSGDPS185 est stabilisée par l’interaction des deux feuillets β (à gauche) en aval 
et en amont. La boucle ainsi stabilisée va servir de site d’interaction avec l’ankyrine. Cet arrangement en « bêta-
hairpin » est plus stable que la succession simple de deux feuillets beta (à droite). 
 
En parallèle il a aussi été montré que la partie intracellulaire de l’AE1 permettait de fixer ou de 
réguler l’organisation de nombreuses autres protéines associées à la membrane notamment 
des enzymes comme l’aldolase, la phosphofructokinase et la glycéride-3-phosphate 
déshydrogénase dans les globules rouges (Low, 1986, Perrotta et al., 2005). 
JA. Walder a aussi pu mettre en évidence un site de liaison à la desoxyhémoglobine constitué 
des acides aminés 1MEELQDDYEDE11, lorsque la méthionine en position 1 est N-acétylée 
(Walder et al., 1984). Une publication plus récente de 2005 a montré que ce site de liaison de 
11 acides aminés pouvait aussi interagir avec d’autres protéines comme l’aldolase (Perrotta et 
al., 2005). 
La version rénale de l’AE1, kAE1, débutant au niveau de l’acide aminé 66 est donc dépourvue 
de cette séquence clé dans les interactions protéine-protéine de l’AE1 et a donc un rôle 
structural bien moins important que dans le globule rouge. 
L’AE1 existe sous forme de dimères et de tétramères présents au sein d’un complexe 
macromoléculaire ordonné comportant un grand nombre de protéines associées aux 
membranes érythrocytaires (Bruce et al., 2003). Mais la formation de ces tétramères de 
manière stable ne semble possible que via une interaction commune avec les autres 
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partenaires intracellulaires de l’AE1 (ankyrine…). Grâce à l’étude du cristal de la partie N-
terminale de l’AE1 D. Zhang  propose que l’ankyrine puisse forcer l’association en tétramère de 
l’AE1 (Zhang et al., 2000). En revanche l’association en dimères reste possible sans 
intervention de l’ankyrine. 
 
1.1.1.1.3.2 Domaine transmembranaire de l’AE1. 
Des analyses de sang de patients ayant des groupes sanguins atypiques ont permis d’affiner 
les données topologiques de ce domaine transmembranaire. 
En effet, le domaine transmembranaire de l’AE1 est associé au groupe sanguin Diego. A 
l’origine le nom de Diego est caractéristique d’une mutation précise P854L qui a été 
caractérisée sur des membres d’une famille d’Amérique centrale. L’appellation « Diego » a 
ensuite été élargie pour former le système «Diego » regroupant les mutations ponctuelles 
portant sur des boucles extracellulaires de l’AE1, caractéristiques d’un antigène particulier. Le 
système Diego a été inclus dans la nomenclature OMIM™ (« Online Mendelian Inheritance in 
Man ») et utilisé par la Société Internationale de Transfusion Sanguine (SITS) pour définir le 
groupe sanguin chez l’homme. Il existe 28 mutations répertoriées dans le système Diego. 
Certaines de ces mutations affectent l’échange chlorure bicarbonate des globules rouges 
humains. Les allèles les plus courantes sont Dib et Dia, qui correspondent à la mutation 
historique sur la position 854 (ayant une proline pour Dib ou une leucine pour Dia). 
Pour une revue sur les systèmes de groupes sanguins voir : Daniels GL. et al. « Blood group 
terminology 2004: from the International Society of Blood Transfusion committee on terminology 
for red cell surface antigens », Vox Sanguinis, 2004. Sur le système Diego, Dean L., « Blood 
Groups and Red Cell Antigens », 2005. 
Les données de biochimie ont apporté beaucoup d’informations et ont permis l’élaboration des 
modèles topologiques actuellement utilisés (figure 9). Ces deux modèles regroupent l’ensemble 
des données biochimiques qui ont été publiées sur l’AE1. Ils prennent en compte la plupart des 
données disponibles et permettent d’avoir une vision des différentes interprétations de ces 








Figure 9. Modèles topologiques de 
l’AE1. 
D’après Hirai T. et al. 2011. « Topology 
models of the AE1 membrane domain 
with anti-parallel V-shaped 
motifs ».(Hirai et al., 2011) 
Le modèle (a) est calqué sur un modèle 
de protéine ClC alors que le modèle (b) 
n’est aligné que de manière partielle au 
niveau de certains motifs. 
 Les lettres dans les carrés 
rouges ou bleus indiquent 
respectivement les résidus 
chargés négativement ou 
positivement. Les lettres 
encerclées indiquent des 
résidus hydrophiles. 
 Les hélices transmembranaires 
sont encadrées par des traits 
pleins. Les autres hélices 
hypothétiques sont encadrées 
par des pointillés sur la partie 
(a). 
 Les acides aminés 
hydrophobes sont visualisés 
grâce à des  cercles verts. 
 L'alignement de 28 séquences 
de protéines de la famille des 
AE (Yamaguchi et al., 2010b) a 
permis de determiner des 
positions qui comprennent au 
moins trois des cinq types de 
résidus possibles 
(hydrophobes, polaires, 
basiques, acides ou une 
lacune), et des sites où les 
résidus ont une grande 
variabilité. Ils sont marqués par 








 Les positions des lacunes 
dans l'alignement sont 
marquées par un tilde « ~ ». 
 Les sites antigéniques des 
groupes sanguins (Poole, 
2000) sont marquées d'un 
astérisque « * ». 
 Les sites de clivage par la 
trypsine sont indiqués par une 
flèche (Kang et al., 1992, Abe 
et al., 2006). 
 Les sites de liaison pour les 
inhibiteurs sont marqués par 
« < » pour le H2DIDS (K539 et 
K851) (Okubo et al., 1994) et 
« > » pour le DEPC (H834) 
(Jin et al., 2003). « Ψ » est 
utilisé pour le site de 
glycosylation (N642), « (( » 
pour le site de liaison du 
palmitate (C843), et « ° » pour 
les méthionines oxydées 
(M559, M741 et M909) (Li et 
al., 2006). 
 Les sites étudiés par 
balayage des cystéines dont 
la localisation est 
extracellulaire, intracellulaire 
ou à l'intérieur de la 
membrane (inaccessibles) par 
« # », « + » et « - », 
respectivement (Fujinaga et 
al., 1999). 
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Le domaine transmembranaire commence vers l’acide aminé 381. En effet, T. Kanki et al. dans 
une étude de 2003 parviennent à inhiber le transport de chlorure en introduisant une délétion 
ΔG381LVRD du côté intracellulaire de l’AE1 sans modifier l’expression membranaire de la 
protéine (Kanki et al., 2003). 
Les acides aminés 400AFSPQVLAA408 sont associés à une pathologie érythrocytaire humaine la 
SAO ou « Ovalocytose du sud-est asiatique ». De nombreuses études ont positionné ces 
acides aminés du côté intracellulaire de l’AE1, juste en amont du premier segment 
transmembranaire (Liu et al., 1990). 
L’arginine 432 et l’acide glutamique 429 font partie d’un épitope extracellulaire et sont 
positionnés dans une boucle extracellulaire de l’AE1 (Poole, 2000). Ces deux acides aminés 
encadrent la lysine 430 qui avait été identifiée par liaison extracellulaire dans une autre étude 
(Cobb et al., 1990). 
D’après P. Jarolim, l’acide glutamique 480 est positionné dans une boucle extracellulaire de la 
protéine car une mutation ponctuelle E480L est caractéristique de l’antigène Fr(a) du Système 
Diego (Jarolim et al., 2004). 
Dès 1983, Brock a identifié deux segments transmembranaires par des expériences de liaison 
intra et extracellulaire de fragments de l’AE1 obtenus par digestion de la protéine par la trypsine 
(Brock et al., 1983). Ces segments s’étendent de la proline 528 à lysine 592 et de la lysine 600 
à l’Isoleucine 624. Cette étude positionne aussi certains résidus par rapport à la membrane 
notamment la tyrosine 628 du côté extracellulaire, grâce à des expériences de radio-iodation 
réalisées par MJ. Tanner quelques années auparavant. Cette étude reprend aussi des 
observations de Passow (Passow et al., 1980) qui avait identifié 5 acides aminés chargés, par 
des liaisons d’inhibiteurs, comme faisant partie du système de translocation d’ions à l’intérieur 
de cette séquence d’étude.  
Le fragment d’étude de Brock et al constitue, sur le modèle topologique couramment utilisé, les 
segments transmembranaires 6 et 7 comme le confirmeront des études ultérieures. Tanner 
publie en 1988 des études basées sur des digestions enzymatiques de l’AE1 et identifie un site 
majeur de coupure à la chymotrypsine au niveau de la tyrosine 553 qu’il positionne du côté 
extracellulaire de la protéine. Ces données sont corroborées en 1999 par Fujinaga qui 
positionne la tyrosine 555 en amont du TM6 dans une boucle du côté extracellulaire (Fujinaga 
et al., 1999). Grâce à des expériences de balayage des cystéines, Popov, en 1997, a 
positionné l’isoleucine 624 à la fin du TM7 (Popov et al., 1997). 
La boucle qui suit le TM7 est extracellulaire, cela est confirmé par Tanner en 1988 qui confirme 
la position de la séquence 637GFKVSNSSARGW648 en identifiant l’Asparagine 642 comme site 
de N-glycosylation de la protéine. 
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Par la suite une publication de Tang (Tang et al., 1998) identifie la séquence 656RSEFPIWM663 
comme faisant partie du vestibule de l’AE1 grâce à des expériences de mesure de 
l’accessibilité au LYIA, «Lucifer Yellow IodoAcetamide ». Selon cette étude cette séquence se 
situe du côté extracellulaire et forme la porte d’entrée du vestibule de l’échangeur en amont du 
segment transmembranaire 8 Ce vestibule mène directement à la glutamine 681 en fin du TM8 
qui a été mise en avant par Jennings. Jennings et ses partenaires ont en effet montré 
l’implication de ce résidu dans la modulation de l’activité de (Jennings et al., 1987, Jennings et 
al., 1988, Jennings et al., 1992). L’importance de ce résidu a de nouveau été démontré par 
Sekler, indirectement, par des expériences de mutagénèse sur l’acide aminé homologue dans 
l’AE2 quelques années plus tard (Sekler et al., 1995b). 
Par la suite, l’équipe de Joe Casey a montré que certains acides aminés appartenant à ce 
segment transmembranaire 8 bordent le pore de translocation des anions. Grâce à des 
expériences de balayage des cystéines ils ont identifiés l’alanine 666, la sérine 667, les 
leucines 669, 673, 677 et 680 et les isoleucines 684 et 688 (Tang et al., 1999). A partir de leurs 
observations, ils ont aussi proposé que ce segment transmembranaire forme une hélice α3,6 qui 
dépasse la membrane plasmique du côté intracellulaire d’au moins deux tours, impliquant donc 
au moins 8 acides aminés supplémentaires. 
Ericksson a positionné la lysine 691 du côté intracellulaire de l’AE1 dans une boucle entre les 
segments transmembranaires 8 et 9 (Erickson et al., 1998). D’après cette étude, la boucle 
contient au minimum les acides aminés 688IVSKPER694.  
Par des études d’hydrophobicité, à partir de la séquence des aminés, le segment 
transmembranaire 9 a été identifié. Selon les sources les limites de ce segment diffèrent. Par 
consensus il est admis qu’il s’étende de la glycine 701 à la phénylalanine 719 sous la forme 
d’une hélice α3,6. Par contre il a été montré que les acides aminés : sérine 731, glycine 742, 
sérine 745 et alanine 751 étaient accessibles du côté extracellulaire de l’AE1 (Fujinaga et al., 
1999). Parallèlement une étude de Kuma en 2002 montre, par des expériences de protéolyse 
ménagée, que la lysine 743 n’est pas accessible du côté extracellulaire (Kuma et al., 2002). 
Ces observations de Kuma confirment les conclusions de Popov en 1997 qui n’a pas réussi à 
glycosyler le mutant K743N de l’AE1 (Popov et al., 1997). A partir de ces observations plusieurs 
auteurs ont proposé l’existence d’une boucle réentrante dans la bicouche lipidique entre les 
segments transmembranaires 9 et 10. Cette boucle semble critique pour les fonctions de 
transport de l’AE1. En effet comme nous le verrons dans le chapitre suivant, cette zone de la 
protéine comporte des acides aminés qui sont impliqués dans des pathologies humaines liées à 
l’AE1. 
D’après Popov, la leucine 764 est au début du segment transmembranaire 10 (Popov et al., 
1997). 
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Les deux modèles présentés sur la figure 9 ont une asymétrie dans la structure des segments 
transmembranaires. Dans le cas de la figure 9a, le TM12 n'est pas une simple hélice et n’a pas 
de structure bien définie. Dans le cas de la figure 9b, il y a une boucle cytoplasmique entre les 
TM 12 et 13 qui positionne les acides aminés 821, 822 et 823 du coté extracellulaire. En raison 
d'un manque d'informations structurales, plusieurs régions demeurent ambiguës dans la 
topologie de l’AE1. Il est difficile de choisir un modèle de topologie à cause de plusieurs 
résultats expérimentaux contradictoires. Hirai qui a proposé ces modèles (figure 9) avance qu’il 
pourrait y avoir un meilleur modèle topologique '' hybride ''. L'ambiguïté dans la définition de la 
topologie de certaines régions de la séquence peut indiquer, selon cet auteur, que ces régions 
sont dynamiques et impliquées dans le mécanisme de transport. 
Les études sur la fin de la partie membranaire de l’AE1 sont moins, nombreuses. Ainsi la 
présence des derniers segments transmembranaires (notés TM12, TM13 et TM 14 sur la figure 
9) et leur délimitation sont principalement basées sur des études d’accessibilité d’acides aminés 
au solvant (Zhu et al., 2003, Zhu et al., 2004) et le profil hydropathique de la protéine. Selon les 
modèles, il existe deux ou trois hélices α3,6  traversant la membranes formant ces segments 
transmembranaires. 
Les acides aminés 852STPA855 se sont révélés accessibles à la biotine maléimide et au bromure 
de bromotrimethylammoniumbimane (qBBr) qui est un réactif imperméant aux membranes. De 
plus, la lysine 851 est un site de fixation pour le H2DIDS (Okubo et al., 1994). La séquence 
851KSTPA855 est donc extracellulaire. En revanche, les acides aminés encadrant 851KSTPA855 
(Phe836 à Val850 et Ser856 à Arg871) ne sont pas accessibles au solvant et formeraient les 
deux derniers segments transmembranaires de l’AE1. 
Les résidus 872 à 885 sont marqués par la biotine maleimide, mais pas par qBBr imperméant, 
ce qui suggère qu'ils sont situés dans le cytoplasme. 
Cette configuration s’appuie aussi sur le fait que la mutation P854L est une caractéristique 
antigénique du groupe sanguin Diego (Di a) (Bruce et al., 1994), et son emplacement dans ce 
cas est extracellulaire. 
 
1.1.1.1.3.3 Partie C-terminale de l’AE1. 
La partie C-terminale de l’AE1 est très réduite elle compte entre 30 et 39 acides aminés selon 
les données et plusieurs revues, en s’appuyant sur des analyses hydropathiques, proposent 
que cette partie comporte une hélice α3,6. Cette partie C-terminale est entièrement intracellulaire 
et comporte une zone d’interaction avec l’anhydrase carbonique II, 886LDADD890 (Mori et al., 
1995, Vince et al., 2000a, Vince et al., 2000b). Cette interaction est très importante dans le 
globule rouge ou elle potentialise l’action de l’AE1. Cela se traduit de manière locale en une 
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augmentation de la concentration en ion bicarbonate au niveau du site de transport de l’AE1 
(Sowah et al., 2011). 
Une analyse de coupure à la trypsine réalisée sur cette partie C-terminale n’a permis de réaliser 
qu’une seule coupure entre les acides aminés 892 et 893 (Mori et al., 1995), alors qu’une 
analyse de séquence prévoit des sites potentiels de coupure après les acides aminés 871, 879 
et 892. Ceci suggère que cette région est résistante à la trypsine, sauf entre les résidus 892 et 
893. Ces données ont permis de situer une hélice α3,6  entre les acides aminés Pro875 et 
Lys892. 
Une délétion de la partie 901RDEYDEVAMPV911 de la protéine à est liée à une pathologie 
humaine (voir partie « Maladies humaines liées au SLC4A1 »). La délétion serait responsable 
d’un mauvais adressage de la protéine dans les cellules rénales. 
 
1.1.1.1.4 Fonction d’échange d’anions de l’AE1. 
La perméabilité aux anions dans les globules rouges est principalement due à l’AE1. L’AE1 
effectue un échange strict d’un anion contre un anion au travers de la membrane plasmique. 
Des analyses cinétiques ont montré que cet échange d’anion s’effectuait via un mécanisme 
séquentiel « ping-pong » (Gunn et al., 1979, Passow, 1986). Ce modèle de fonctionnement 
prévoit qu’il n’existe qu’un seul site de transport des ions qui est soit ouvert vers l’extérieur soit 
ouvert vers l’intérieur de la cellule. Le passage de la forme ouverte vers l’extérieur à la forme 
ouverte vers l’intérieur se fait lorsque le substrat interagit avec le site de transport de la 
protéine. 
J. Brock propose un modèle de propagation des anions dans la protéine (figure 10) (Brock et 
al., 1983).  
Ce mouvement d’ions au sein de la membrane implique, selon cette étude, que « les 
changements de conformation entre ces formes ne se produisent que si le substrat est lié au 
site de transport. ».  
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Figure 10. Modèle de propagation des anions dans l’AE1. 
Originalement proposé par J. Brock dans Biochem J, en 1983 avec le titre « Fig. 6 Anion-propagation model. » 
(Brock et al., 1983) 
Un anion (A-) se lie du côté intracellulaire (« In ») et traverse la membrane plasmique jusqu’au côté extracellulaire 
(« Out ») en s’associant avec différents acides aminés chargés positivement (+) ou négativement (-), appartenant à 
l’AE1, positionnés dans la bicouche lipidique. 
 
Plusieurs résidus ont été impliqués dans le mécanisme d'échange d'anions (Zhu et al., 2004). 
Sur la base de preuves indirectes, Passow a proposé un modèle de translocation d’anions qui 
implique des résidus des segments transmembranaires (TM) 1, 5, 8, 10, 12 et 13 (Passow, 
1986). De plus, Jennings et Smith ont montré l’importance des résidus du segment 
transmembranaire 8, notamment le glutamate 681, dans le processus de transport (Jennings et 
al., 1992). Une modification chimique de ce résidu conduit à modifier la cinétique d'échange 
d'anions selon les auteurs. Le rôle fonctionnel du glutamate 681 de l’AE1 a été confirmé par des 
expériences de mutagenèse chez la souris. Au cours du transport de sulfate dans l’AE1 
sauvage, un proton est fourni par le glutamate 681 au sulfate. Ce transport peut avoir lieu dans 
les deux directions entrante et sortante, ce qui implique que le glutamate 681 est 
alternativement accessible au milieu intracellulaire et extracellulaire. 
L’AE1 est d’abord décrit comme un échangeur chlorure/bicarbonate, mais selon les anions 
présents dans le milieu il s’est avéré qu’il pouvait prendre en charge d’autres espèces : nitrate, 
bromure, méthanoate hydrosulfure, fluorure, phosphite, methanophosphate, oxalate, iodure, 
glyoxalate, glycolate, acétate, sulfate, thiocyanate et phosphate (Sterling et al., 2001, Jennings, 
2013). L’échange chlorure/bicarbonate reste cependant majoritaire dans l’organisme en raison 
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de l’abondance de bicarbonate dans les tissus d’expression de l’AE1 et de l’efficacité de 
l’échange nettement en faveur du bicarbonate et du chlorure par rapport aux autres ions (figure 
11). 
 
Figure 11. Taux d’échange relatif chlorure/anion via l’AE1. 
Figure tirée de l’article de Jennings ML. Am J Physiol Cell Physiol 2013, « Figure7 : Relative Cl-/X- exchange rate for 
various inorganic and organic anions via mammalian AE1 » (Jennings, 2013). 
Comparaison entre les différents ions passant par l’AE1 lors d’un échange chlorure/anion avec les ions suivants : Cl- 
(chlorure), HCO3
- (bicarbonate), NO3
- (nitrate), Br- (bromure), HCO2
- (méthanoate), HS- (hydrosulfure), F- (fluorure), 
PO3
2-(phosphite), PO2





Dans certaines conditions extrêmes (concentration intracellulaire en chlorure faible, basse 
température, dépolarisation importante des cellules) deux ions chlorures pourraient être 
échangés contre un seul bicarbonate (Janas et al., 1989). 
L’AE1 participe à deux fonctions essentielles du corps humain : la respiration et la fonction 
rénale.  
Dans les poumons, lorsque la pression partielle en dioxyde de carbone (pCO2) est faible l’AE1 
fait entrer du bicarbonate dans le globule rouge où il est converti en CO2, grâce à l’intervention 
de l’Anhydrase Carbonique (CAII), puis relargué dans l’air expiré. Dans les muscles, où la 
pression partielle en CO2 est élevée, le CO2 diffuse dans les globules rouges où il est converti 
en bicarbonate par la CAII. Ce bicarbonate intracellulaire est échangé contre du chlorure 
extracellulaire par l’AE1. Ce système d’échange tire l’équilibre CO2/HCO3- vers la production de 
bicarbonate et permet ainsi d’augmenter considérablement la capacité de transport du CO2 par 
les globules rouges. Ce va-et-vient de bicarbonate par l’AE1 dans le globule rouge est essentiel 
au phénomène de respiration. Il permet de réguler la concentration du couple CO2/HCO3
-, un 
des tampons cellulaires majeur de l’organisme, et de maximiser le transport de carbone 
converti en bicarbonate des muscles vers les poumons (figure 12).  
- 27 - 
 
Figure 12. Fonctionnement de l’AE1 dans le globule rouge. 
Dans les erythrocytes, l’AE1 et l’anhydrase carbonique II fonctionnent de pair et permettent de maximiser les 
échanges de carbone entre le cytoplsame et le plasma. Le passsage des carbone peut s’effectuer dasns les deux 
sens car le fonctionnement de ces deux protéines est reversible : il ne depend que la pression partielle en CO2 
(pCO2) du milieu dans lequel il se trouve le globule rouge. 
 
Dans le rein, son action est couplée avec 3 autres protéines avec lesquelles l’AE1 participe à la 
réabsorption de potassium, d’eau et de bicarbonate (figure 13). Cette réabsorption de 
bicarbonate permet à l’organisme d’éviter les acidoses systémiques. 
 
 
Figure 13. Schéma fonctionnel de l’AE1 dans une cellule α-intercalaire du rein. 
Dans ce schéma fonctionnel les quatre protéines représentées fonctionnent en quatuor. Il en résulte un flux net de 
potassium de la lumière du tubule rénal vers l’organisme ainsi qu’une réabsorption d’eau. 
 
1.1.1.1.5 Modulateurs de l’AE1. 
Une des manières efficaces pour comprendre le fonctionnement d’une protéine est d’essayer 
de moduler sa fonction.  
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Un grand nombre de publications étudiant des effets sur la fonction des canaux, des pompes ou 
des échangeurs d’ions mettent en avant des modulateurs pouvant mimer ou compenser 
d’éventuelles mutations liées à des pathologies ou des phénotypes bien particuliers. Identifier 
les modes d’action de ces modulateurs est une bonne source d’information pour mieux 
comprendre la structure et le fonctionnement des protéines qu’ils modulent.  
Un nombre important de composés sont utilisés pour moduler les échangeurs de la famille 
SLC4 (figure 14). L’inconvénient majeur de ces composés est qu’ils ne sont pas spécifiques 
pour une protéine particulière de la famille et que la majorité d’entre eux ont des effets sur un 
grand nombre de protéines membranaires autres que les SLC4. Aucun modulateur specifique 
des échangeurs chlorure/bicarbonate, encore moins de l’AE1 uniquement, n’a été identifié. 
L’utilisation des modulateurs des SLC4 sur des lignées de cellules donne des résultats souvent 
délicats à interpréter. En effet, sauf dans le cas où une protéine serait largement surexprimée 
par rapport à l’ensemble des autres protéines de la cellule, les effets constatés dus à l’utilisation 
de ces composés pourraient être un effet global sur la cellule.  
 
1.1.1.1.5.1 Le gluconate de potassium. 
Le gluconate de potassium est utilisé dans les expériences de laboratoire pour inhiber 
l’échange d’anions, de manière compétitive avec les anions extracellulaires. Dissous dans un 
milieu aqueux le gluconate prend la place de l’anion au niveau du site de transport et bloque 
l’échange par encombrement stérique. Le gluconate n’est pas spécifique de l’AE1 et peut 
potentiellement bloquer tous les transporteurs ou canaux prenant en charge des anions. 
 
1.1.1.1.5.2 Les stilbènes disulfonates. 
Le H2DIDS (acide 4,4’diisothiocyanatostilbene-2,2’-disulfonique) peut se fixer de deux manières 
sur l’AE1 : de manière réversible ou de façon covalente en se fixant sur les lysines K539 et 
K850. En jouant sur le pH, le H2DIDS peut se fixer à chacune de ces lysines et ainsi former un 
pont entre elles. La fixation covalente de H2DIDS sur l’une ou l’autre des lysines ou sur les deux 
simultanément bloque l’activité d’échange anionique de l’AE1. Cet inhibiteur a été utilisé pour 
cibler l’AE1 dans diverses expériences (biochimie ou cinétique). 
Dans la famille SLC4, l’AE2, l’AE3 et le NDAE1 sont aussi sensibles au H2DIDS. Le H2DIDS 
inhibe également les échanges d’ions de certaines protéines de la famille des SLC26. 
Le H2DIDS n’est pas la seule molécule qui permet de moduler les échangeurs anioniques. 
D’autres stilbènes disulfonates tels le SITS (acide 4-acetamido-4'-isothiocyanatostilbène-2,2'-
disulfonique) ou le DNDS (acide 4,4’-diisothiocyanostilbène-2,2’-disulfonique) par exemple 
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inhibent aussi l’échange chlorure/bicarbonate avec plus ou moins d’efficacité (Janas et al., 
1989, Janas, 2000, Janas, 2011). 
 
 
Figure 14. Quelques composés couramment utilisés comme modulateurs des Slc4 dans la littérature.  
(A) H2DIDS, acide 4,4’diisothiocyanatostilbène-2,2’-disulfonique. 
(B) SITS, acide 4-acetamido-4'-isothiocyanatostilbène-2,2'-disulfonique. 
(C) DNDS, acide 4,4’-diisothiocyanostilbène-2,2’-disulfonique. 
(D) Potassium Gluconate.  
(E) diBa, bis(1,3-dibutylbarbituric acid)pentamethine oxonol.  
(F) Acide flufénamique. 
Formules topologiques des molécules tirées de « PubChem Compound » (www.ncbi.nlm.nih.gov/pccompound). 
 
1.1.1.1.5.3 Autres classes de composés. 
D’autres classes de composés peuvent avoir peuvent avoir des effets inhibiteurs du transport 
d’anions avec plus ou moins d’efficacité.  
Les Oxonols sont des colorants cellulaires sensibles au voltage qui sont connus pour inhiber 
certains canaux chlorure. Le bis(1,3-dibutylbarbituric acide)pentamethine oxonol (diBA) fait 
partie de cette catégorie de composés. Le diBA peut inhiber l’échange chlorure/bicarbonate de 
l’AE1 avec une constante d’inhibition Ki proche de 1nM (Knauf et al., 1995). Selon Knauf, le 
diBa serait donc le composé le plus efficace pour inhiber l’échange chlorure/bicarbonate dans 
l’AE1 bien devant les composés classiquement utilisés comme le DIDS ou les autres stilbènes 
disulfonates. 
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Certains polyamineostérols, comme les squalamines inhibent l’AE1 et l’AE2 avec des 
constantes d’inhibition de l’ordre du micromolaire (Alper et al., 1998). 
L’acide flufénamique bloque l’échange chlorure/bicarbonate des SLC4 via leur côté 
intracellulaire (Knauf et al., 1996). Mais ce composé est aussi un bloqueur connu des canaux 
calciques voltage-dépendants (Lovering et al., 2004). 
Enfin, des anticorps dirigés contre différentes parties extracellulaires des échangeurs 
chlorure/bicarbonate ont été utilisés plus récemment, sur l’AE3 notamment (Cingolani et al., 
2003). Cette démarche a été développée pour inhiber spécifiquement l’échange 
chlorure/bicarbonate des deux isoformes de l’AE3 (AE3c et AE3fl) pour étudier l’influence des 
variations du pH intracellulaire des cellules cardiaques lors d’expériences nécessitant la 
perfusion des cellules cardiaques dans un milieu tamponné au bicarbonate. 
On peut donc supposer qu’une démarche similaire puisse être développée pour les autres 
membres des échangeurs anioniques dont l’AE1.  
De manière indirecte nous pouvons aussi inhiber l’AE1 en le privant de substrat par exemple en 
ciblant l’Anhydrase Carbonique II (CAII), principal partenaire fonctionnel de l’AE1 dans le 
globule rouge. L’anhydrase carbonique produit du bicarbonate à partir d’eau et de dioxyde de 
carbone (Sterling et al., 2001) et peut être inhibée spécifiquement par l’ethoxzolamide par 
exemple (Maren, 1967). En ciblant la zone d’interaction entre l’AE1 et la CAII, située au niveau 
de la zone C-terminale de l’AE1, Sowah et Casey ont montré qu’on pouvait diminuer l’efficacité 
de l’échange chlorure/bicarbonate par l’AE1 (Sowah et al., 2011). 
 
1.1.1.1.6 Maladies humaines liées au SLC4A1. 
Il existe plusieurs maladies humaines liées directement à l’AE1. Elles concernent les reins et les 
érythrocytes qui sont les lieux principaux d’expression de l’AE1. L’étude de ces pathologies 
apporte beaucoup d’informations sur la structure et le mode de fonctionnement de l’AE1. Les 
observations cliniques et les études qui ont été menées permettent notamment de mettre en 
avant des structures clé dans la protéine en identifiant des acides aminés essentiels à 
l’échange chlorure/bicarbonate ou à son adressage correct à la membrane plasmique voire à 
ses interactions avec d’autres protéines partenaires.  
Une altération de l’adressage, de l’échange chlorure/bicarbonate ou des modifications des 
interactions avec l’environnement protéique de l’AE1 conduit généralement à l’apparition de 
pathologies. 
Néanmoins, les mutations causant à la fois des maladies rénales et érythrocytaires sont rares 
car les causes sont généralement différentes. Dans le globule rouge, la présence de la GPA 
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(« Glycophorine A ») qui agit comme une protéine chaperonne de l’AE1 peut compenser les 
effets des mutations liées à la dRTA (Young et al., 2003). 
 
1.1.1.1.6.1 Maladie rénale : l’acidose du tubule rénal distal ȋdRTAȌ 
La dRTA (« distal renal tubular acidosis ») est une acidose, c’est-à-dire une diminution 
anormale du pH dans l’organisme. Cette maladie se caractérise par une forte diminution voire 
une absence de sécrétion d’ions H+ vers les urines au niveau des cellules alpha-intercalaires du 
canal collecteur cortical. Les ions H+ se concentrent alors dans les cellules et le sang d’où 
l’acidose. Elle s’accompagne en général d’une diminution de la réabsorption de potassium par 
le rein causant la formation de calculs rénaux accompagnés par une hypokaliémie. 
Dans les cellules alpha intercalaires du rein, l’AE1 est exprimé au niveau de la membrane 
basolatérale et fonctionne en tandem avec le cotransporteur chlorure/potassium (figure 13) : le 
chlorure réabsorbé par l’AE1 sert de substrat au cotransporteur chlorure/potassium. Au niveau 
fonctionnel, une diminution de la réabsorption de chlorure via l’AE1 provoque une diminution du 
passage du potassium des urines vers le sang, une augmentation de la concentration en 
potassium dans les urines et une baisse de la concentration de potassium dans le sang, 
autrement dit l’hypokaliémie sanguine caractéristique de la dRTA et une hyperkaliurie impliquée 
dans la formation de calculs rénaux. 
Les mutations de l’AE1 les plus courantes associées à la dRTA sont R589H/S/C, R602H, 
G609R, S613F, G701D, Q759, S773P, S799, ΔV850, A858D et Δ901-911 (Bruce et al., 1997, 
Karet et al., 1998, Tanphaichitr et al., 1998, Bruce et al., 2000, Sritippayawan et al., 2003, 
Kittanakom et al., 2004). 
La dRTA peut être dominante ou récessive. Dans le cas où la mutation dRTA est dominante, 
l’AE1 n’est simplement pas exprimé à la membrane plasmique et retenu dans le réticulum 
endoplasmique des cellules rénales (Jarolim et al., 1998, Kittanakom et al., 2004) ou le mutant, 
mal adressé à la membrane plasmique, est exprimé conjointement à la membrane apicale et 
basolatérale de la cellule (Devonald et al., 2003, Rungroj et al., 2004, Toye et al., 2004). C’est 
le cas du mutant Δ901-911 par exemple. 
Les mutants récessifs tels G701D sont présents à la membrane plasmique mais la cellule 
présente une forte diminution de l’échange chlorure/bicarbonate. 
La principale différence avec les mutations dominantes est la capacité de la protéine issue du 
gène portant la mutation récessive de former des polymères avec de l’AE1 sauvage qui soient 
correctement adressés vers la membrane basale. 
- 32 - 
Que la mutation soit récessive ou dominante, l’apparition des symptômes est liée à un défaut 
de substrat dans la cellule pour les quatre protéines (figure 13) : 
 Le maintien d’un gradient de chlorure entre le sang et la cellule rénale nécessaire au 
fonctionnement du cotransporteur chlorure/potassium. Privé d’un gradient de chlorure 
suffisant le cotransporteur chlorure/potassium ne peut plus faire passer du potassium 
vers le sang et la cellule rénale est saturée en potassium.  Ce phénomène impacte dans un second temps la H+/K+-ATPase situé sur la membrane 
apicale de la cellule qui ne peut plus excréter des ions H+ vers les urines pour capturer 
du potassium.  L’évacuation du bicarbonate créé par la réaction CO2+H20  HCO3- + H+ n’étant plus 
assurée par l’AE1, le bicarbonate devient saturant dans la cellule et la réaction s’arrête 
une fois à l’équilibre : la production des ions H+ par la réaction cesse. 
Il a de plus été montré que certains mutants étaient capables de former une conductance 
cationique permettant la dissipation du gradient de sodium et de potassium. Surexprimés dans 
l’ovocyte de xénope, les mutants G701D, R589H, G609R et S613F sont présents à la 
membrane plasmique où, en parallèle de leur activité standard d’échange chlorure/bicarbonate, 
ils induisent une légère fuite de potassium et de sodium (Walsh et al., 2008). 
 
1.1.1.1.6.2 Maladies érythrocytaires. 
Les maladies humaines liées à des mutations sur l’AE1 sont des anémies hémolytiques 
héréditaires. Il s’agit de maladies qui se caractérisent par une fragilité des érythrocytes qui ont 
tendance à éclater lorsqu’ils sont soumis à des variations physico-chimiques de leur 
environnement. Les anémies hémolytiques liées à l’AE1 ont été classées en catégories selon 
l’aspect que prenaient les globules rouges : les stomatocytoses, l’ovalocytose du sud-est 
asiatique, certains cas de sphérocytoses et d’acanthocytoses (figure 15). 
 
 
Figure 15. Dysfonctionnements de la protéine associés à des pathologies érythrocytaires chez l’homme. 
Altération de l’adressage de l’AE1: Sphérocytose (A) 
Modification du fonctionnement de l’AE1: Stomatocytose (B), Ovalocytose (C). 
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1.1.1.1.6.2.1 Stomatocytoses 
1.1.1.1.6.2.1.1 La stomatocytose héréditaire (HsT). 
 
Ces érythrocytes se distinguent des érythrocytes normaux par une forme en stomate 
caractéristique (figure 15B). Les stomatocytoses se caractérisent par des globules rouges ayant 
une perméabilité cationique anormalement élevée, insensible à l’ouabaïne ou au bumétanide et 
augmentée par le froid. Dans le cas des stomatocytoses héréditaires liées à l’AE1, des 
mutations ponctuelles dans la partie membranaire de la protéine  sont responsables de cette 
pathologie. Ces mutations, modifient les propriétés de transport de la protéine qui devient 
perméable au sodium et au potassium. Selon la mutation, l’AE1 conserve ou non ses propriétés 
d’échange anionique à un niveau plus ou moins important. Un autre point commun de ces 
mutations ponctuelles est que les protéines mutées deviennent insensibles aux inhibiteurs 
utilisés couramment pour bloquer l’échange chlorure/bicarbonate de l’AE1 tels le DIDS par 
exemple. Cependant les protéines mutées restent détectables à la membrane des érythrocytes 
ce qui suggère que ces mutations n’influent pas sur l’adressage des protéines à la membrane 
plasmique. 
 
Figure 16. modèle topologique de la partie membranaire de l’AE1. 
Topologie de la partie membranaire de l’AE1 d’après Q. Zhu,2003 (Zhu et al., 2003). En couleur ont été rajoutées 
des mutations ponctuelles naturelles identifiées chez des patients atteints de stomatocytoses héréditaires classées 
ci-après. 
 
Cliniquement ces stomatocytoses liées à l’AE1 sont assez bien décrites et correspondent à des 
phénotypes érythrocytaires différents qui dépendent, notamment, de l’importance de la fuite de 
cations et la sévérité de la maladie (Stewart, 2004). 
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Mutations S731P et H734R dans l’AE1. 
Ces mutations sont associées à un phénotype de cryohydrocytose (CHC) (figure 16, mutations 
en ). Ce phénotype se caractérise par une fuite de cations moyenne dans les globules bleu
rouges à 37°C qui augmente de manière significative à basse température (Stewart, 2004). Ces 
deux mutations ponctuelles convertissent l’échangeur anionique en voie de conductance pour 
le sodium et le potassium (Bruce et al., 2005, Guizouarn et al., 2007). 
 
Mutation L687P ou « Blackburn ». 
La mutation ponctuelle L687P se caractérise par une fuite de cations modérée, plus faible que 
dans le cas des CHC (figure 16, mutation en rouge) (Stewart, 2004, Bruce et al., 2005, 
Guizouarn et al., 2007). 
 
Mutations R760Q, D705Y, G796R, S762R et E758K. 
Ces mutations sont associées à une fuite de cations modérée augmentant a basse température 
similaire à la fuite détectée dans le cas de la Cryohydrocytose (figure 16, mutations en ). vert
Phénotypiquement les érythrocytes ont cependant une forme différente de ceux décrits pour la 
Cryohydrocytose : ils sont sphérocytiques (Bruce et al., 2005). Ces deux mutations font 
apparaître une conductance cationique dans l’AE1 mais R760Q conserve également la 
capacité d’échange anionique au contraire de la mutation D705Y qui comme les précédentes 
ne peut plus transporter les anions (Bruce et al., 2005, Guizouarn et al., 2007, Ellory et al., 
2009). 
D’autres mutations ponctuelles dans l’AE1 ont pu être rajoutées à cette catégorie, il s’agit des 
mutations G796R, S762R et E758K (Barneaud-Rocca et al., 2011b). 
Le phénotype G796R est beaucoup plus sévère que celui correspondant aux deux autres 
mutations de base (R760Q et D705Y). 
 
1.1.1.1.6.2.1.2 L’ovalocytose de l’Asie du Sud-Est (« Southeast Asian Ovalocytosis » ou SAO). 
 
Il s’agit d’une stomatocytose signalée pour la première fois en Malaisie sur des aborigènes dès 
1965 (Lie-Injo LE., 1965) mais elle n’a été liée à l’AE1 que plus récemment (Jarolim et al., 
1994). Il y a des références antérieures qui montrent que l’AE1 SAO n’est pas fonctionnelle 
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(Schofield et al., 1992). Cette pathologie est connue pour conférer une certaine résistance aux 
formes graves de paludisme (Kidson et al., 1981, Hadley et al., 1983). 
Les globules rouges prennent une forme plus ovale que les érythrocytes standards (figure 15C). 
Les principaux phénotypes liés à cette pathologie sont des effets sur les globules rouges. Nous 
pouvons noter une réduction de la sensibilité cellulaire à la variation de pression osmotique, 
une réduction de la sensibilité au changement de température et une plus grande rigidité 
membranaire. Cette rigidité membranaire rend le globule rouge moins déformable lors du 
passage au niveau de fins capillaires sanguins et tend à provoquer une lyse du globule rouge 
lors de contraintes physiques. 
Il a aussi été montré que le globule rouge SAO avait un échange d'anions réduit, un niveau plus 
bas d’ATP, une dissipation du gradient de Na+ et K+ stimulée par le froid et une réduction de 
l'expression des certains antigènes. 
Au niveau protéique, la SAO se caractérise par une délétion sur la protéine AE1 d’une dizaine 
d’acides aminés à la limite entre les domaines intracellulaire et membranaire de la protéine. La 
séquence de délétion s’étend de l’Alanine 400 à l’Alanine 408 (figure 9). L’impact sur la protéine 
est probablement une déformation de la partie membranaire et un réarrangement de la partie 
N-terminale modifiant les liaisons des partenaires de l’AE1 et ses propriétés de transport. On 
observe une disparition de l’échange normal chlorure/bicarbonate et l’apparition d’une voie de 
conductance pour le sodium et le potassium (Guizouarn et al., 2011). Après cette étude il a été 
proposé que la SAO soit une forme de stomatocytose héréditaire et pas une autre catégorie de 
maladie érythrocytaire. Les modifications de la partie N-terminale changent les interactions 
cellulaires de l’AE1, ce qui modifie de manière significative l’aspect des globules rouge à cause 
des liens de l’AE1 avec le cytosquelette. Nous l’avons vu précédemment (figure 7), l’AE1 fait 
partie d’un important réseau protéique incluant l’ankyrine et d’autre protéines telles que la 
protéine 4.2, le CD47, RhAG, etc. Des études plus récentes proposent que cette délétion 
affecte l’association de la protéine en tétramère au niveau membranaire des érythrocytes, 
amplifiant encore le phénomène. 
Dans les globules rouges, la liaison entre la GPA (glycophorine A) et l’AE1 force la montée à la 
membrane d‘AE1 mal repliées responsables de la pathologie. Dans le rein en revanche, la 
meilleure régulation et l’absence de GPA ne permet pas l’expression des AE1 pathologiques. 
 
1.1.1.1.6.2.2 Sphérocytose héréditaire (HS). 
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Cette pathologie baptisée à l’origine Minkowski-Chauffard est la pathologie responsable du plus 
grand nombre d’anémies hémolytiques en France (Delaunay et al., 1995). Elle est due à 
l’absence (ou au mauvais adressage) ou à une malformation d’une ou de plusieurs protéines du 
cytosquelette du globule rouge. Cela inclut la spectrine, l’ankyrine, l’AE1 (dans 20 à 35% des 
cas) ou la protéine 4.2 (Perrotta et al., 2008) Ce défaut du cytosquelette rend les globules 
rouges sphériques et moins flexibles.  
Il existe 5 types de sphérocytoses héréditaires, classées selon le gène touché (tableau B). 
 




Les sphérocytes ont une surface membranaire, donc une surface d’échange, moins importante 
que les globules normaux ce qui a pour conséquence de réduire leurs capacités d’échange 
d’oxygène et de CO2. Ces globules rouges ont aussi une fragilité osmotique supérieure à la 
normale et sont plus sensibles aux dégradations physiques causant le principal symptôme de la 
maladie : l’anémie hémolytique.  
Les sphérocytoses de type 4 sont la cause principale d’anémies hémolytiques héréditaires dues 
à des mutations sur l’AE1. 
Une des premières mutations de l’AE1 identifiées est la mutation P327R située dans le 
domaine cytoplasmique de l’AE1(Jarolim et al., 1991). Par la suite un plus grand nombre de 
mutations ont été liées à l’AE1 (figure 9). Dans tous les cas, les mutations de l’AE1 associées à 
une sphérocytose empêchent son adressage à la membrane plasmique et sont donc associées 
à une diminution de bande 3 dans la membrane érythrocytaire. La fonction de transport de la 




L’acanthocytose est une condition dans laquelle les érythrocytes ont des projections en forme 
d’épines (Kay et al., 1988). Il a été rapporté que des malades présentant ce phénotype 
particulier avaient une mutation spécifique de l’AE1 (Bruce et al., 1993). Cette mutation se situe 
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dans le domaine transmembranaire de la bande 3, il s’agit de la mutation ponctuelle P868L. 
D’après LJ. Bruce, cette mutation affecte les propriétés de transport de la bande 3 en 
augmentant ses capacités de transport. On observe une augmentation de la vitesse maximale 
(Vmax) de passage des anions par la protéine. Ce phénotype a été appelé Bande 3 HT pour 
« High Transport ». Cette mutation ponctuelle modifie aussi les propriétés de fixation du DIDS 
sur le motif 539KLIK542, suggérant une modification de l’agencement membranaire de la protéine 
selon les auteurs. Il n’y a pas de preuve évidente que cette mutation affecte directement la 
liaison de l’AE1 au cytosquelette par sa partie N-terminale. Nous l’avons vu, les fonctions 
enzymatiques et structurelles de la bande 3 sont indépendantes au sein de la protéine. En 
revanche, les auteurs avancent que cette mutation pourrait diminuer le degré d’association de 
l’AE1 en tétramère ce qui pourrait influencer la qualité et la quantité de domaines protéiques 
complets (c’est-à-dire comportant quatre AE1). 
 
1.1.1.1.6.2.4 Pré-éclampsie 
Des mutations ponctuelles dans le gène de l’AE1 ont été récemment liées à la pré-éclampsie 
dans une étude clinique de 2010 (Morrison et al., 2010). Cette pathologie se caractérise par 
une pression sanguine élevée et une protéinurie importante. 
Certains patients de cette étude avaient des mutations dans le gène de l’AE1, très 
majoritairement dans des introns, à l’exception d’une mutation localisée dans la partie 5’ UTR 
du gène.  
Le lien entre cette pathologie et les fonctionnalités de la protéine AE1 n’est pas évident : si la 
corrélation semble correcte au niveau génétique, l’impact de ces mutations sur la protéine n’a 
cependant pas été évalué par les auteurs.  
Les principaux phénotypes caractéristiques de la maladie se manifestent dans les lieux 
d’expression de l’AE1. Les mutations mises en cause dans l’AE1 pourraient avoir un impact 
dans la régulation de la production de l’AE1. Dans le rein la production d’AE1 est régulée plus 
finement que dans les érythrocytes, on peut donc supposer que l’impact majoritaire de ces 
mutations sera plus important dans le rein, ce qui reste compatible avec les phénotypes 
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Le gène SLC4A2 code pour la protéine AE2. SLC26A2 a été identifié pour la première fois en 
1988 par Alper chez la souris (Alper et al., 1998) Ce n’est que plus tard en 1997 que Medina l’a 
cloné chez l’humain (Medina et al., 1997). 
A la différence de l’AE1, l’AE2 a une expression plus ubiquitaire. Il agirait ainsi comme un 
régulateur général de la concentration de base en bicarbonate dans les cellules. L’AE2 est 
essentiel à plusieurs processus biologiques notamment au transport de bicarbonate au niveau 
du tractus gastro-intestinal (Gawenis et al., 2010) et participe au bon fonctionnement des 
ostéoclastes (Wu et al., 2008). 
Chez l’homme, l’AE2 existe sous plusieurs formes issues d’épissages alternatifs (Wang et al., 
1996). Ainsi, nous pouvons lister les formes a, b1, b2 et c. Ces quatre formes de l’AE2 ont un 
fonctionnement identique mais se différencient par des lieux d’expression différents. La forme a 
est exprimée partout dans l’organisme à un niveau relativement bas. Les deux formes b1 et b2 
sont plus spécifiquement exprimées au niveau des hépatocytes (où elles participent à la 
sécrétion canaliculaire de bicarbonate dans la bile) et dans les cellules épithéliales (Medina et 
al., 1997). Enfin la forme c s’exprime préférentiellement dans l’estomac (Wang et al., 1996). 
Dans l’estomac, son rôle est de contrebalancer l’alcalinisation des cellules gastriques 
provoquée par l’excrétion de proton vers l’estomac par la pompe H+/K+ ATPase (Muallem et al., 
1988). 
L’AE2 échange du chlorure contre du bicarbonate avec une stœchiométrie de 1 pour 1. L’AE2 
est sensible au pH intracellulaire (Stewart et al., 2002). La littérature propose la séquence 
338WRETARWIKFEE349 située dans le domaine N-terminal de l’AE2 comme senseur et 
régulateur de cette réponse au pH. Cette séquence est présente chez l’AE1, l‘AE2 et l’AE3 
mais dans l’AE1 cette séquence est moins bien conservée et n’est pas située à la même 
position dans la séquence d’acides aminés de la protéine (figure 17). Ceci pourrait expliquer 
que l’AE2 et l’AE3 soient sensibles au pH et pas l’AE1. L’AE2 est plus actif à pH intracellulaire 
légèrement alcalin et son activité diminue à pHintracellulaire acide. A pH physiologique, son activité 
se situe aux alentours de 60% de son activité maximale (Sterling et al., 1999). 
 
 
Figure 17. Alignement des séquences de l’AE3, de l’AE2 et de l’AE1 avec la séquence sensible au pH.  
Les séquences des trois protéines ont été récupérées sur UniProt (www.uniprot.org) et alignées avec la séquence 
pH sensible grâce à Clustal Omega (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ et www.clustal.org/  (Goujon et al., 2010, 
Sievers et al., 2011). Les séquences utilisées sont les séquences protéiques de l’AE1e s’exprimant dans les 
érythrocytes, de la forme « a » de l’AE2 et de la forme « fl » de l’AE3. Sont représentés en rouge les acides aminés 
différents entre l’AE3 et les 2 autres échangeurs. 
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Une autre séquence appartenant à une boucle de l’AE2 a aussi été plus récemment impliquée 
dans la sensibilité au pH de l’AE2 (Stewart et al., 2009). Les acides aminés 1075DKPK1078 ne 
sont pas conservés dans la séquence de l’AE1 et de l’AE3. Cela permet d’expliquer les 
différentes sensibilités au pH entre AE2 et AE3 bien que les deux protéines possèdent la 
première séquence WRETARWIKFEE mise en évidence dans leur partie N-terminale. Stewart a 
montré notamment que séparément ces deux séquences sensibles au pH ne suffisaient pas à 
récupérer une sensibilité au pH similaire à celle de l’AE2 lorsqu’on les plaçait dans l’AE1. Par 
contre replacées dans une chimère AE2(1-920)/AE1(613-911) contenant les deux séquences on 
pouvait retrouver une sensibilité au pH identique à celle de l’AE2. 
La séquence d’acides aminés de l’AE2 est identique à près de 55% à celle de l’AE1 (Romero et 
al., 2004). Si on ne regarde que la partie membranaire, C-terminale hydrophobe, de la protéine, 




Le gène SLC4A3 code pour la protéine AE3. Cette protéine effectue un échange 
chlorure/bicarbonate. L’AE3 existe sous plusieurs isoformes : AE3fl (pour « full-length ») et 
AE3c (pour « cardiac ») elles se différencient  par leur promoteur et au niveau de leur région N-
terminale où 270 acides aminés de l’AE3fl sont remplacés par un groupe de 73 acides aminés 
dans l’AE3c (Kopito et al., 1989, Kudrycki et al., 1990, Linn et al., 1992, Yannoukakos et al., 
1994). L’AE3 s’exprime surtout dans les cellules excitables de l’organisme : dans le cerveau, la 
rétine, le cœur, le muscle lisse, et certaines cellules épithéliales du rein et du tractus gastro-
intestinal (Kopito et al., 1989, Linn et al., 1992, Kobayashi et al., 1994, Brosius et al., 1997). 
Comme l’AE2, l’AE3 est sensible au pH (Stewart et al., 2009). En revanche l’AE3 ne semble 
pas sensible au pH intracellulaire en dehors de la fourchette de 6,0 <pH i<9,0 et serait stimulé 
lors d’une augmentation de pHi (Sterling et al., 1999, Stewart et al., 2002). 
La séquence d’acides aminés de l’AE3 est identique à près de 53% de celle de l’AE1 et 56% de 
l’AE2 chez l’homme (Romero et al., 2004), avec la partie C-terminale hydrophobe de la protéine 
AE3 à 69% d’identité avec l’AE1(Kudrycki et al., 1990). 
Des mutations ponctuelles de cette protéine sont liées à des pathologies cérébrales chez la 
souris et chez l’homme (Hentschke et al., 2006, Vilas et al., 2009). L’étude de l’AE3 Ala867Asp 
dans ces deux organismes a permis de mettre en évidence l’AE3 comme acteur participant à la 
régulation du pH des cellules cérébrales, notamment des cellules pyramidales de la région CA3 
de l’hippocampe, jouant un rôle lors de crises d’épilepsies. 
- 40 - 
 
 
1.1.2 Transporteurs de bicarbonate liés au sodium  
 
Cette sous-famille des transporteurs de bicarbonate, à la différence des échangeurs 
anioniques, présente un transport dépendant du sodium. Le sodium est un substrat ou un 
simple modulateur. Les protéines regroupées au sein de cette famille ont en commun une 
séquence d’acides aminés similaire aux alentours de 50% d’identité en moyenne entre elles et 




Le gène SLC4A4 code pour la protéine NBCe1 (« NBC « pour Na+/Bicarbonate Cotransporteur 
et « e » pour électrogénique). Ce gène a été cloné chez le rat (Pushkin et al., 2000) et chez 
l’homme assez récemment (Burnham et al., 1997). La mise en évidence de cette protéine est 
cependant plus ancienne : grâce à des travaux sur la salamandre dès 1983 (Boron et al., 1983). 
Cette protéine est produite chez l’homme en différents variants d’épissage selon son lieu 
d’expression. En effet, cette protéine se retrouve dans le tubule proximal du rein pour le variant 
d’épissage A, le pancréas, le cœur et l’œil pour le variant d’épissage B, et enfin le dans cerveau 
pour variant d’épissage C. Les variations de l’épissage se font à différents niveaux. Au niveau 
du promoteur pour la forme A rénale, dans ce cas la protéine se forme à partir d’un promoteur 
alternatif dans l’intron 3. Au niveau protéique cela se traduit par des variations au niveau N-
terminal où 45 acides aminées de la forme A remplacent 85 acides animés de la forme B. La 
forme C est une variation issue de la forme B où 45 acides aminés en position C-terminale de la 
forme B sont remplacés par 65 autres acides animés sur la forme C. 
NBCe1 transporte bicarbonate et sodium en utilisant une stœchiométrie de 1:2 ou 1:3 (un 
bicarbonate et plusieurs ions sodium) selon les études. Dans l’ovocyte de xénope, NBCe1 
aurait une stœchiométrie de 1+2 si le milieu externe a une concentration en calcium inférieure à 
100nM et 1+3 pour des concentrations en calcium supérieures à 500nM (Sciortino et al., 1999). 
Dans des lignées humaines rénales la stœchiométrie pourrait varier selon le type de cellules : 
selon qu’il s’agisse d’une lignée rénale du tubule proximal ou du tubule collecteur la 
stœchiométrie serait respectivement de 1:2 et 1:3. Au final, NCBe1 aurait toujours un 
fonctionnement électrogénique mais légèrement variable selon son environnement.  
 




Le gène SLC4A5 code pour la protéine NBCe2. La protéine est exprimée majoritairement chez 
l’homme dans le foie et la rate. Elle effectue un symport électrogénique prenant en charge du 
bicarbonate et du sodium. Son mode de fonctionnement est similaire à celui de la protéine 
NBCe1 mais sa répartition dans l’organisme est différente. La séquence de la protéine est très 
similaire à celle NBCe1. Cela se traduit au niveau génétique par une identité de 53% entre les 
gènes SLC4A4 et SLC4A5 codant respectivement pour NBCe1 et NBCe2 (Romero et al., 




Le gène SLC4A7 code pour la protéine NBC3 ou NBCn1 (« NBC « pour Na+/Bicarbonate 
Cotransporteur et « n » pour électroneutre). SLC4A7 a été clonée en 1999 par Pushkin à partir 
de muscle humain (Pushkin et al., 1999). NBCn1 s’exprime dans la rate, le cerveau, les 




SLC4A8 est un échangeur chlorure/bicarbonate électroneutre régulé par le sodium. SLC4A8 est 
classiquement regroupé dans la même catégorie que les échangeurs SLC4A7 et SLC4A10 car 
SLC4A8 a une séquence d’acides aminés très similaire : respectivement 72 et 76% d’identité 
chez l’homme (Romero et al., 2004), bien que son fonctionnement soit différent. Le gène 
SLC4A8 code pour la protéine NDCBE (« Na+-Dependant Chloride/Bicarbonate Exchanger »). 
Cette protéine est exprimée majoritairement dans le rein et les neurones (Russell et al., 1976, 
Schwiening et al., 1994). 
NDCBE effectue un échange entre deux ions bicarbonate (HCO3
-) extracellulaires plus un 
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1.1.2.5 SLC4A10. 
 
Le gène SLC4A10 code pour la protéine NCBE (pour « Na+ driven Chloride/Bicarbonate 
Exchanger ») (Yano et al., 2000) Cette protéine s’exprime principalement dans le cerveau 
(Wang et al., 2000). Selon la littérature la protéine NCBE effectue un échange électroneutre 
chlorure/bicarbonate, régulé par le sodium. Lorsqu’on l’exprime dans l’ovocyte de xénope elle 
effectue un symport sodium/bicarbonate où la présence de chlore « n’est pas indispensable » 
(Romero et al., 2004). La littérature a identifié deux variants d’épissage chez l’homme : NCBE-A 
et NBCE-B. Ces deux variants se différencient par la présence d’un exon supplémentaire de 30 
acides aminés en position C-terminale dans la forme « B » (Wang et al., 2000). 
 
1.1.3 Les autres membres des SLC4. 
 
Les deux derniers membres des SLC4 n’ont été inclus dans la famille que plus récemment suite 
à la publication et l’analyse des banques d’EST humains. Les EST (« Expressed Sequence 
Tag ») sont des collections de séquences génétiques « short single-read transcript » issues de 
GenBank, une banque de données regroupant les données de séquençage du génome 
humain. Ces séquences donnent des ressources pour évaluer l’expression de gènes et 
éventuellement la variation de l’expression de ces gènes dans différents tissus. C’est la 
comparaison des EST liées à ces deux gènes et des EST liés à la famille des SLC4 qui a 




Récemment cloné le gène SLC4A9 a une séquence similaire à celle des NBC (40 à 50% chez 
l’homme) (Romero et al., 2004) et environ 30% de similitude avec les échangeurs d’anions 1-3 
humains (Tsuganezawa et al., 2001). Selon la littérature SLC4A9 existe sous deux formes 
issues d’épissages alternatifs au niveau de sa partie N-terminale (Ko et al., 2002). Son 
expression est principalement détectée dans le rein, au niveau apical des cellules β-
intercalaires, et le cerveau au stade fœtal. Il possède une activité d’échange anionique, sodium-
indépendante et insensible au H2DIDS. 
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1.1.3.2 SLC4A11. 
 
Le gène SLC4A11 code pour la protéine BTR1 (« Bicarbonate-Transporter Related protein 1 »). 
Le gène SLC4A11 a été identifié en 2001 (Parker et al., 2001) mais n’a été lié à la famille des 
SLC4 que plus récemment. Le classement dans la famille SLC4 est dû aux similitudes de 
séquence avec les autres membres de la famille à hauteur de 20% d’identité en moyenne 
(Romero et al., 2004). BTR1 s’exprime dans le rein, les glandes salivaires, la thyroïde ainsi que 
dans la cornée. Il s’agit d’un symport borate/sodium (Vithana et al., 2006). 
Bien que présent dans un grand nombre de tissus BTR1 n’a jusqu'à présent été impliqué que 
dans un seul type de pathologie humaine : la dystrophie congénitale endothéliale de type 2 
(CHED2) (Vithana et al., 2006) Cette pathologie est présente chez l’homme sous deux formes 
aux phénotypes communs mais ayant une cause génétique différente: le type I est une forme 
autosomale dominante non liées à BTR1 et le type II autosomale récessive liée à des mutations 
dans le gène SLC4A11. Cette pathologie se caractérise par une opacification au de la cornée 
dès la naissance accompagnée le plus souvent par une perturbation de la coordination des 
muscles de l’œil. Dans le cas du type 2 la pathologie est due à l’absence de la protéine BTR1 à 
la membrane cellulaire et/ou à une perte de fonction de la protéine BTR1 
 
1.2 Autres échangeurs de chlorure et de bicarbonate dans la famille des 
SLC26. 
 
Les SLC4A1, -A2 et -A3 ne sont pas les seuls à effectuer de l’échange chlorure/bicarbonate. 
Plusieurs protéines, dans la famille des SLC26 notamment, sont capables de faire de l’échange 
d’anion impliquant chlorures et bicarbonates. Cependant à la différence des SLC4A1, A2 et A3 
ces derniers ne sont pas forcément électroneutres. Généralement, les membres de cette famille 
sont liés au transport de sulfates ou ont des similitudes avec ces transporteurs (Markovich, 
2001). Structurellement parlant, ils ont en commun 10 à 14 segments transmembranaires, des 
régions C- et N-terminales intracellulaires et une région de 22 acides aminés appelée « motif de 
transport du sulfate » localisée près de la région N-terminale des segments transmembranaires 
(Moseley et al., 1999). Nous pouvons retrouver dans la majorité des cas un domaine PDZ 
jouant un rôle dans l’interaction protéine-protéine, du côté C-terminal. Leur domaine C-terminal 
compte aussi systématiquement un domaine STAS, « Sulfate Transporter  and Anti-Sigma 
factor antagonist (STAS) domain », (Aravind et al., 2000, Sharma et al., 2011). Ce domaine 
STAS à la capacité d’interagir avec des nucléotides (Aravind et al., 2000) ainsi qu’avec des 
protéines, notamment CFTR dans le cas de SLC26A6 (Ko et al., 2004). 
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1.2.1 SLC26A3. 
 
Le gène SLC26A3 code pour la protéine DRA (« Down Regulated in Adenoma »). Cette 
protéine est exprimée dans le colon, l’iléon, la glande sudoripare, la vésicule séminale, et le 
pancréas. (Scott et al., 1999). Chez l’homme, cette protéine est associée à plusieurs maladies 
congénitales dont la CLD, « Congenital chloride diarrhea », qui se caractérise par une perte 
massive de chlorure via les selles (Moseley et al., 1999). 
DRA est un échangeur chlorure/base. Selon l’environnement où il est exprimé il peut prendre 
en charge différents composés. Ainsi il agit comme un échangeur chlorure /bicarbonate dans le 
colon et l’iléon lorsqu’il s’exprime à l’apex des cellules épithéliales (Melvin et al., 1999). Exprimé 
dans des cellules en culture il effectue un échange classique chlorure/bicarbonate sodium-
indépendant mais peut aussi prendre en charge du sulfate, de l’oxalate, du bromure et du 
nitrate à des niveaux plus bas (Mahajan et al., 1996, Chernova et al., 2003) Exprimé dans 
l’ovocyte de xénope il peut faire de l’échange chlorure/chlorure ou chlorure/bicarbonate 
(Chernova et al., 2003). Chez la souris, DRA effectue un échange chlorure/sulfate dans le 
caecum (Whittamore et al., 2013). 
Chez l’homme, les capacités d’échange de cette protéine la rapprochent de manière assez 
significative des échangeurs anioniques de la famille des SLC4 et notamment de l’AE1. En 
effet, les ions qu’elle peut prendre en charge sont globalement les mêmes que ceux de l’AE1. 
Seuls changent les lieux d’expression et les constantes de transport entre l’AE1 et DRA. Enfin, 
DRA et l’AE1 peuvent interagir de manière fonctionnelle avec la CAII mais seule l’AE1 possède 
un site de liaison physique avec la CAII (Sterling et al., 2002). 
Le domaine STAS de DRA est connu pour être en interaction avec CFTR, via son « R 
domain », domaine de régulation de CFTR, (Ko et al., 2004). Deux autres études ont permis de 
montrer que l’expression simultanée de DRA et CFTR dans les cellules du canal du pancréas et 
les cellules épithéliales de la trachée permet d’augmenter l’expression de DRA (Wheat et al., 
2000, Greeley et al., 2001). Avec cette surexpression de DRA ces cellules montrent une 
augmentation de l’échange chlorure/bicarbonate. Selon les auteurs, chez les malades atteints 
de fibrose cystique ayant la diminution de la sécrétion de bicarbonate serait en partie due à la 
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1.2.2 SLC26A4. 
 
Le gène SLC26A4 code pour la protéine appelée pendrine. La pendrine s’exprime dans l’oreille 
interne, les cellules folliculaires de la thyroïde et le rein, dans les cellules du canal collecteur 
(Royaux et al., 2000, Royaux et al., 2001). 
Cette protéine prend son nom à cause à la pathologie à laquelle elle est associée chez 
l’homme : Le syndrome de Pendred. Il s’agit d’une maladie génétique qui se caractérise par une 
surdité associée à des anomalies de formation des os de l’oreille interne et un goitre de la 
thyroïde causé par une anomalie de l’influx d’iode dans les cellules thyroïdiennes. 
La famille SLC26 est appelée « sulfate/anion transporter family » dans la littérature (Vincourt et 
al., 2002), or la pendrine peut échanger des chlorures ou de l’iodure contre du bicarbonate ou 
de l’hydroxyde mais de manière surprenante pas de sulfate (Scott et al., 1999, Scott et al., 
2000). Exprimé dans l’ovocyte de xénope, la pendrine peut échanger du formate contre des 
ions chlorure (Scott et al., 2000). 
Malgré son implication dans des pathologies de l’oreille interne et de la thyroïde, cette protéine 
a d’abord été caractérisée pour son activité rénale. La pendrine effectue un échange 
chlorure/bicarbonate dans la partie apicale des cellules β-intercalaires du rein où la bande 3 
effectue un travail comparable dans la partie basolatérale des cellules α-intercalaires (van 




SLC26A6 code pour la protéine PAT-1 chez l’homme (Knauf et al., 2001). PAT-1 est une 
protéine de 85 kDa qui s’exprime principalement dans le rein, le cœur, le pancréas, le foie, le 
muscle squelettique, l’intestin, et le placenta. 
Il a été mis en évidence que PAT-1 effectuait un échange chlorure/anion, où l’anion pouvait être 
du sulfate, des ions hydroxyde, du bicarbonate ou de l’oxalate (Lohi et al., 2003). PAT-1 
effectue un échange électrogénique avec un chlorure contre deux anions (Ko et al., 2004). 
PAT-1 a un rôle majeur dans la régulation du pH des cardiomyocytes (Alvarez et al., 2005). Il a 
été montré qu’une altération dans la fonction d’échange de PAT-1 pouvait avoir un impact 
important sur la contractilité des cellules cardiaques. 
SLC26A6 possède au moins deux domaines d’interaction avec des protéines : un domaine 
STAS et un domaine PDZ (Lohi et al., 2003). Le domaine STAS de SLC26A6 forme un site 
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d’interaction potentiel avec la CAII, l’anhydrase carbonique II (Alvarez et al., 2005). Nous 




Le gène SLC26A7 code pour la protéine SLC26A7 chez l’homme et a été cloné en 2002 
(Vincourt et al., 2002). Cette étude a montré que le SLC26A7 avait 30% d’identité avec 
SLC26A3 et que la séquence protéique compte 2 sites potentiels de N-glycosylation conservés 
dans au moins deux autres membres de la famille : SLC26A3 et SLC26A4 (Vincourt et al., 
2002). SLC26A7 est une protéine de 656 aminoacides composé de 12 segments 
transmembranaires. Chez l’homme elle s’exprime principalement dans le rein, du côté 
basolatéral des cellules α-intercalaires du canal collecteur (Kujala et al., 2005), dans l’estomac 
(Petrovic et al., 2003) et le cortex cérébral (Kujala et al., 2005). 
Dans le rein, une analyse par northern blot des pré-ARNm révèle la présence possible de deux 
isoformes de la protéine se différenciant par les 11 derniers acides aminés de leur côté C-




Chez l’homme le SLC26A9 est exprimé dans l’estomac, les poumons et la trachée (Lohi et al., 
2002). 
Exprimée dans des HEK293, la protéine SLC26A9 effectue un échange chlorure/bicarbonate. In 
vivo, SLC26A9 aurait un rôle « protecteur » en jouant sur l’acidité des fluides sécrétés par 
l’organisme : dans les poumons, où elle contribue à la régulation et la sécrétion du liquide de 
surface pulmonaire (Tarran et al., 2001), et dans l’estomac où elle participe, via la sécrétion de 
bicarbonate, à la neutralisation du pH acide de l’estomac à la proximité des cellules épithéliales. 
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2 Objectifs. 
 
L’équipe que j’ai rejointe a mis en évidence les propriétés de transport de cations par l’AE1 
humain. Un petit nombre de mutations ponctuelles de l’AE1 induisent une voie de conductance 
peu sélective pour le Na+ et le K+ au sein de l’AE1 qui peut soit conserver son activité 
d’échange anionique intacte soit la perdre. Aussi, la question s’est posée d’identifier le site de 
transport des cations.  La possibilité pour cette protéine considérée comme un modèle 
d’échange électroneutre de fonctionner comme une voie de conductance bouleverse un dogme 
et il nous a semblé important de pouvoir caractériser cette conductance au niveau moléculaire. 
Aussi, mon premier objectif a été de savoir si la conductance cationique et l’échange anionique 
empruntaient le même site de transport dans le domaine transmembranaire de l’AE1 ou bien si 
les mutations faisaient apparaître un site de transport pour les cations distinct du site d’échange 
anionique. J’ai également cherché à identifier les acides aminés qui jouaient un rôle 
déterminant dans les différentes propriétés de transport de l’AE1. 
Mon deuxième objectif a été de mettre au point l’expression dans la levure des mutants 
ponctuels de l’AE1 induisant la fuite cationique. Des études de cristallographie du domaine 
transmembranaire de l’AE1 sont en cours sur la forme sauvage de la protéine soit à partir 
d’extraits membranaires de globules rouges, soit à partir de levures exprimant l’AE1. En me 
basant sur le travail de l’équipe de Joe Casey ayant développé l’expression de l’AE1 dans la 
levure, j’ai entrepris de transformer des souches de levures avec différentes constructions de 
l’AE1 mutée perméable aux cations afin de permettre la production et la purification de ces 
formes mutées. Nous souhaitions contribuer à l’effort de cristallisation du domaine 
transmembranaire de l’AE1 en produisant les mutants ponctuels qui affectent les propriétés de 
transport de la protéine et dont la structure, par comparaison à la forme sauvage, permettra 
éventuellement de mettre au point des inhibiteurs spécifiques de la fuite cationique qui est 
pathogène. 
Enfin, un troisième objectif de mon travail de thèse a été de valider expérimentalement une 
structure tridimensionnelle de la protéine obtenue par modélisation par homologie grâce à une 
collaboration avec Catherine Etchebest (INTS, Inserm U665, université Paris-Diderot). 
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Afin de savoir si les cations et les anions empruntent un unique site de transport ou des sites 
séparés, nous avons eu recours au criblage par mutation cystéine  ou SCAM (Substituted-
cysteine accessibility method). C’est une méthode permettant de mesurer l’accessibilité au 
solvant d’acides aminés en les remplaçant par des cystéines par mutagénèse dirigée. 
Cette technique est basée sur plusieurs points essentiels : 
 En milieu aqueux, les réactifs sulfhydryle réagissent 5x109 fois plus rapidement sur les 
cystéines ionisées (Cys-S-, forme majoritaire à pH7 en milieu aqueux lorsque le soufre 
de la cystéine n’est pas impliqué dans une liaison covalente –S-S- d’un pont disulfure) 
que sur les cystéines non-ionisées (Cys-SH).  Le groupe sulfhydryle se trouvant dans un milieu lipidique ou à l’intérieur de la protéine 
ne réagit pas aux réactifs sulfhydryle. Dans ces environnements non-aqueux la cystéine 
est sous forme majoritaire Cys-SH à cause d’un changement de la constante 
diélectrique du milieu.  Les cystéines impliquées dans des ponts disulfures ne sont pas sensibles aux réactifs 
sulfhydryles. 
Les seuls résidus sensibles seraient donc ceux présents à la surface de la protéine et les 
résidus tapissant l’intérieur du canal ou du pore, accessibles au solvant, dans le cas d’un canal 
ionique ou d’un échangeur comme l’AE1 (figure 18). 
Coupler le SCAM avec des mesures fonctionnelles d’échange chlorure/bicarbonate ou de la 
fuite de cations, avec ou sans réactifs se fixant sur les cystéines, permet de déterminer si les 
acides aminés sont accessibles au solvant et s’ils participent à l’échange chlorure/bicarbonate 
de la protéine sauvage et/ou à la fuite de cations opérée via l’AE1 muté.  
 
- 51 - 
 
Figure 18. Fixation des réactifs sur les cystéines en fonction de leur localisation dans la protéine.  
A) avec un réactif imperméant aux membranes cellulaires (  ). B) avec un réactif perméant aux membranes 
cellulaires ( ). 
 
3.2 Identification du site de passage des cations dans l’AEͳ. 
 
Un des premiers aspects que nous ayons essayé de décrypter était de savoir quel était l’impact 
des mutations pathologiques sur la structure de l’AE1. Pour cela nous avons décidé de vérifier 
si le site d’échange chlorure/bicarbonate et le site de passage des cations ne formaient qu’un 
seul et même pore modifié par les mutations ponctuelles. 
Pour répondre à cette question, nous avons évalué sur un AE1 muté perméable aux cations, 
l’accessibilité aux cations d’acides aminés impliqués dans l’activité d’échange anionique. 
 
3.2.1 Création des mutants de l’AEͳ dans le TM8. 
 
Notre modèle d’expression est l’ovocyte de xénope. Sur ce modèle il n'était pas possible de 
travailler avec l’AE1 sans cystéine parce que cette version de l’AE1 ne s’exprime pas à la 
membrane plasmique dans l’ovocyte de xénope, ou s’exprime à un niveau tel qu’il n’est pas 
détectable ni en western blot à partir d’échantillons de membranes plasmique ni lors des 
expériences de mesure d’échange chlorure/bicarbonate. L’utilisation de l’ovocyte de xénope a 
nécessité l’utilisation de mutants de l’AE1 intégrés dans un plasmide compatible avec 
l’expression dans ce modèle. Le plasmide que nous avons utilisé est pSP65-wteAE1. 
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Pour étudier la fuite de cations nous avons pris comme modèle d’étude le mutant H734R de 
l’AE1. Notre choix s’est porté sur ce mutant car il perd complètement son échange 
chlorure/bicarbonate et induit une fuite cationique importante. 
Les constructions pSP65 contenant l’AE1 sauvage et l’AE1 H734R avaient déjà été utilisées et 
leur expression validée dans l‘ovocyte au laboratoire (Bruce et al., 2005, Guizouarn et al., 2007) 
Nous avons introduit dans l’AE1 sauvage et l’AE1-H734R les substitutions cystéines : A666C, 
S667C, L669C, L673C, L677C, L680C, ou I684C (figure 19). Les acides aminés : alanine 666, 
sérine 667, les leucines 669, 673, 677 et 680, et l’isoleucine 684 ont été validés comme partie 
intégrante du site de translocation des anions sur l’AE1 sauvage sans cystéine par l’équ ipe de 
Joe Casey dans les cellules HEK293. Ces résidus sont alignés le long du TM8 de l’AE1 (Tang 
et al., 1999) (figure 19). 
 
 
Figure 19. Mutations ponctuelles cystéine du segment transmembranaire 8. 
Ce schéma montre en rouge les mutations ponctuelles en cystéines utilisées originellement par J Casey (Tang et al., 
1999), positionnées dans le modèle topologique proposé par Q. Zhu (figure 16). Le segment transmembranaire 8 est 
représenté en hélice α. 
 
Ces mutations sont effectuées comme décrit dans la section « matériel et méthodes » par PCR. 
Les couples d’amorces utilisés pour les mutations dans pSP65 AE1 ou pSP65 AE1-H734R sont 
identiques pour chaque mutant cystéine. 
Pour valider les mutations, les plasmides créés sont séquencés. Ils sont ensuite transcrits en 
ARN, puis injectés dans les ovocytes de xénopes. 
Deux à trois jours après injection la variation du pHintracellulaire et/ou le flux de lithium de chaque 
ovocyte est mesuré. Les ovocytes sont incubés ou non avec des agents thioalkylants dont la 
charge et la taille diffèrent. Ces composés réagissent spécifiquement avec les résidus 
sulfhydryles (-S-H) présents sur les cystéines. Nous avons utilisé du PCMBS (anionique), du 
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MTSET (cationique), ou du MTSEA (cationique et partiellement neutre avec une proportion de 
10 pour 1 à pH 7,5). La forme neutre du MTSEA peut passer la membrane plasmique et donc 
peut réagir avec les cystéines intracellulaires accessibles, mais reste minoritaire aux pH extra et 
intra-ovocytaires au moment des incubations et des mesures. 
 
Figure 20 : Réactifs sulfhydriles  
Représentation des réactifs sulfhydryles utilisés pour bloquer spécifiquement les mutants de l’AE1 portant des 
cystéines réintroduites par mutation ponctuelle. Ces composés se fixent de manière covalente aux résidus soufrés 
des cystéines accessibles au solvant. 
p-chloromercuribenzenesulfonate (pCMBS), 2-aminoethylméthane-thiosulfate-hydrobromide (MTSEA) et 2-
(trimethylammonium)ethylméthane-thiosulfonatebromide (MTSET). 
 
3.2.2 Mesure de pHi et de lithium dans l’ovocyte sur wtAEͳ et AEͳ-H734R. 
 
Nous avons reproduit dans notre modèle d’expression ovocytes les données obtenues par le 
groupe de J. Casey avec les cellules HEK293 exprimant les protéines AE1 dépourvues de 
cystéine. En effet la technique de SCAM nécessite idéalement un environnement dépourvu de 
cystéine accessible (en dehors de la mutation ponctuelle introduite pour le test). Les réactifs 
utilisés se fixent sur toutes les cystéines accessibles. Donc la présence d’autres cystéines que 
la cystéine du test réduit la spécificité et l’efficacité du test. Cependant, nous avons observé 
qu’un AE1 dépourvu de cystéine s’exprimait très mal dans l’ovocyte de xénope, aussi nous 
avons travaillé avec un AE1 qui a conservé ses cystéines endogènes (au nombre de cinq dans 
le domaine transmembranaire) dont une cystéine accessible du côté extracellulaire, la cystéine 
479 (Jarolim et al., 2004). 
 
3.2.3 Effets des réactifs sur les mutants cystéines de l’AEͳ sauvage. 
 
La mesure de l’échange chlorure/bicarbonate sur les ovocytes exprimant l’AE1 sauvage avec 
ou sans agents thiolalkylants (PCMBS ou MTSEA) ne varie pas. Cela suggère que les 
- 54 - 
cystéines endogènes ne sont pas accessibles aux réactifs ou que ces cystéines sont situées 
sur des positions qui ne sont pas impliquées dans une activité d'échange d'anions (figure 20A). 
Le PCMBS est capable d'inhiber l'échange d'anions dans des ovocytes exprimant les protéines 
AE1 mutées A666C, L669C, L673C, L677C, ou I680C. En revanche, aucune inhibition n'a été 
observée avec des ovocytes exprimant l’AE1 I684C et S667C, contrairement à l'étude menée 
par XB. Tang.(Tang et al., 1999). L’addition de MTSEA avant la mesure de l’activité Cl-/HCO3- 
de l’AE1 permet de diminuer de manière significative cet échange mais seulement dans des 
ovocytes exprimant le mutant I684C alors que Tang et al. ont également observé une inhibition 




Figure 21. Mesure du passage des ions via la protéine AE1 dans l’ovocyte de xénope. 
A. Mesure de l’échange chlorure/bicarbonate représenté par la variation du pH intracellulaire d’ovocytes exprimant 
l’AE1 sauvage ou portant une des mutations « cystéine » noté en abscisse (NI= non-injecté). 
B. Mesure de l’entrée de lithium dans les ovocytes de xénope exprimant un mutant H734R ou portant en plus une 
des mutations « cystéine » noté en abscisse (NI= non-injecté). 
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3.2.4 Effets des réactifs sur les mutants cystéines de l’AEͳ-H734R. 
 
Le mutant H734R n’échange pas d’anions (chlorure ou bicarbonate) mais forme une voie de 
conductance pour le potassium et le sodium. L’inconvénient de ces deux ions est qu’ils sont 
présents en abondance dans les cellules et les milieux de culture. Une des manières efficaces 
de mesurer le passage de ces cations est d’utiliser des isotopes radioactifs 22Na et 86Rb. Pour 
nous affranchir de la radioactivité nous avons utilisé du lithium qui passe aussi par l’AE1-H734R 
et a l’avantage de n’être ni radioactif ni présent dans les milieux de culture ou de mesure. 
Comme l’illustre la figure 19B, l’action du PCMBS ou du MTSET ne modifie pas 
significativement l’influx de lithium dans les ovocytes exprimant les mutants H734R-cystéine : 
A666C, S667C, L669C, L677C, L680C, ou I684C. Toutefois, pour les ovocytes exprimant l’AE1-
H734R-L673C, la quantité de lithium mesurée est significativement diminuée par l’action du 
PCMBS (-43 ± 6%) et du MTSET (-42 ± 6%). 
 
3.2.5 Importance du segment transmembranaire 8. 
 
Les expériences que nous avons réalisées au laboratoire nous ont permis de mettre en lumière 
les points suivants : 
 L’expression dans l’ovocyte de xénope a permis de reproduire en partie les résultats 
publiés par Tang et al. dans des cellules HEK 293.  L’utilisation des réactifs se fixant sur des cystéines introduites sur la position 673 permet 
de diminuer de manière significative aussi bien l’échange chlorure/bicarbonate pour 
l’AE1 sauvage que le transport de cations dans le cas du mutant H734R de l’AE1.  L’ensemble de ces données nous permet de valider l’implication du TM8 dans l’échange 
chlorure/bicarbonate et dans la fuite de cations. Il n’y a donc qu’un seul site de transport 
impliquant le TM8. 
 
3.3 Conformation du site de passage des ions dans l’AEͳ. 
 
3.3.1 La boucle intracellulaire 690-705. 
 
Quel que soit le modèle topologique utilisé (figures 9 et 16), entre les segments 
transmembranaires 8 et 9, l’AE1 possède une boucle intracellulaire qui comporte une quinzaine 
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d’acides aminés. Cette boucle contient les acides aminés 690 à 705. Nous avons comparé la 
séquence des acides aminés de l’AE1 690SKPERKMVKGSGFHLD705 avec les séquences 
équivalentes de différents échangeurs anioniques présents chez l’Humain (AE2 et AE3) ainsi 
que chez d’autres espèces vertébrées (rat, lapin par exemple) ou invertébrées (drosophile, C. 
elegans) (Tableau C). La drosophile et C elegans ne possèdent qu’une seule version 
d’échangeur anionique noté « AE » et non pas trois (AE1, AE2 et AE3) comme chez les 
vertébrés. 
Le tableau C inclut aussi un autre membre de la famille des SLC4, le NBCe1, un échangeur 
sodium/bicarbonate de la famille des Slc4. 
 
Tableau C. Comparaison de la séquence d’acides aminés 690SKPERKMVKGSGFHLD705 suivant le segment 
transmembranaire 8. 
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L'alignement des séquences d’acides aminés des AE1, AE2 AE3 et NBC provenant d'espèces 
différentes dans la région de la protéine située entre les segments transmembranaires 8 et 9 
montre que cette région est hautement conservée. L’analyse du tableau C en prenant en 
compte toutes les protéines alignées fait ressortir une série d’acides aminés particulière : 
KGxGxHxD. 
La séquence KGxGxHxD est conservée dans l’ensemble des protéines que nous avons 
comparées. Elle pourrait être importante pour le transport de bicarbonate via les échangeurs 
anioniques et/ou les NBC (sodium/bicarbonate cotransporteur). De plus, ce motif est apparu 
comme regroupant deux mutations naturelles chez l’homme associées à une fuite de cations. Il 
s’agit des mutants G701D et D705Y qui sont respectivement la deuxième glycine et l’acide 
aspartique que nous avons mis en évidence dans notre séquence conservée. 
L'alignement montre que certaines charges en amont de cette séquence consensus sont 
conservées parmi les AE1 de différentes espèces. Ces charges sont positionnées, dans le 
modèle topologique, du côté N-terminal de la boucle intracellulaire située entre les segments 
transmembranaires 8 et 9 (séquence KPERKxxK dans l’AE1 humain). Il s’agit d’un résidu 
négatif et de quatre résidus positifs. 
 
3.3.2 Etude des acides aminés et de charges conservés de la séquence 690-705. 
 
L’étude du rôle de ces motifs conservés sur les propriétés de transport de l’AE1 a été faite en 
s’appuyant sur des mutations ponctuelles des acides aminés impliqués. 
Nous avons substitué chacun des acides aminés de la séquence KGxGxHxD : lysine 698, 
glycine 699, sérine 700, glycine 701, phénylalanine 702, et histidine 703 avec une cystéine pour 
évaluer le rôle de chaque acide aminé de cette séquence dans le fonctionnement de l’AE1. 
En parallèle d’autres mutations ont été faites sur la séquence KPERKxxK pour évaluer 
l'implication des acides aminés chargés dans l’échange Cl-/HCO3-. Nous avons effectué les 
substitutions suivantes : K691Q, E693Q, R694G/Q/D, K695L, K698G/Q/D, et D705C/G/K. Les 
acides aminés chargés positivement ont été remplacés par des acides aminés chargés 
négativement ou sans charge mais de taille comparable à l’acide aminé de départ. De même 
les acides aminés chargés négativement ont été remplacés par des acides aminés chargés 
positivement ou sans charge. La proline 692 conservée parmi les AE1 a également été 
substituée en leucine. L’ensemble des mutations effectuées est résumé dans le tableau D. 
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Tableau D. Mutations dans la séquence 690SKPERKMVKGSGFHLD705 intracellulaire de l’AE1 située entre les 
TM 8 et 9. 
Les acides aminés ayant une charge positive sont notés en rouge et ceux ayant une charge négative en bleu. 
 
 
Ces mutations dans l’AE1 ont été réalisées par PCR de la même manière que pour l’étude du 
segment transmembranaire 8. Les mutants de l’AE1 listés dans le tableau D ont été créés à 
partir du plasmide pSP65-wteAE1 et injectés sous forme d’ARN dans l’ovocyte de xénope. 
 
3.3.3 Expression des mutants dans l’ovocyte de xénope. 
 
Nous avons d’abord vérifié le niveau d’expression membranaire des protéines mutées en 
couplant les techniques de biotinylation et de visualisation par électrophorèse/western blot. 
L’utilisation de la biotinylation permet de récupérer les protéines membranaires présentant une 
lysine accessible à la biotine. Grâce à ce procédé l’échantillon qui va ensuite être utilisé pour 
effectuer le SDS-Page suivi du western blot va être composé en majeure partie de protéines 
membranaires. Ces méthodes permettent de mesurer la quantité relative d’AE1 présent à la 
membrane plasmique des ovocytes. 
La figure 22 illustre le niveau d’expression des différents mutants de l’AE1 que nous avons 
construits et exprimés dans l’ovocyte de xénope. La photo (figure 22A) est celle d’une 
expérience représentative des résultats finaux obtenus grâce à ces techniques. La figure 22B 
est un histogramme, regroupant au moins trois quantifications issues de westerns blots 
différents, normalisés par rapport à l’expression de la Na+/K+ ATPAse sauvage et moyennés. 
Les barres d’erreurs représentées sont des erreurs standard à la moyenne (s.e.m.). 
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Figure 22. Expression des mutants de la séquence 690- 705 dans l’ovocyte de xénope. 
La partie (A) est un western blot représentatif de ceux ayant servi à quantifier le niveau d’expression de l’AE1. Les 
échantillons ayant servi à sa réalisation ont été obtenus à partir de préparation de membranes d’ovocytes biotinylés 
injectés avec les différents mutants de l’AE1 testés.  
Le graphique (B) représente le niveau d’expression de l’AE1 normalisé grâce au signal de la sous-unité β1 de la 
Na+/K+ATPase en fonction des mutants de l’AE1. Regroupe les résultats d’au minimum trois western-blot différents 
par mutant (* student p<0,07). 
 
Les barres d'erreurs importantes que nous avons obtenues lors de la réalisation de 
l’histogramme 22B ne nous permettent pas d’interpréter finement les différences d’expression 
membranaire entre les mutants, du fait d’une variabilité importante. Cette variabilité est sans 
doute exacerbée à cause de la différence entre les niveaux de détection obtenus entre l’AE1 
surexprimé dans l’ovocyte et la Na+/K+-ATPase endogène. Toutefois, le signal associé aux 
mutants K698C/D/G/Q et D705C/Y, reste significativement inférieur à celui de l’AE1 sauvage. 
Ceci reflète soit un niveau plus faible d’expression de ces mutants à la membrane plasmique de 
l’ovocyte soit une accessibilité moindre de la biotine sur ces mutants. Néanmoins, tous les 
mutants s’expriment à la membrane plasmique des ovocytes. 
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3.3.4 Echange chlorure/bicarbonate des mutants de la séquence 690-705. 
 
L’activité d’échange chlorure/bicarbonate des différents mutants a été évaluée comme décrit 
dans la section « matériel et méthodes » (figure 23, barres blanches). Elle se mesure après une 
charge en milieu tamponné CO2/HCO3
-. La variable mesurée est la remontée du pH 
intracellulaire dans un milieu sans chlorure en fonction du temps, pour l'AE1 sauvage et les 
différents mutants. Nous pouvons observer que les ovocytes exprimant l’AE1 avec les 
substitutions K691Q, P692L, E693Q, R694D/G/Q, G699C, S700C, G701C, F702C, H703C, et 
D705C/G étaient fonctionnels en termes d'échange d'anions. Inversement, toutes les 
substitutions sur la lysine 698 ont fortement réduit la capacité d'échange d'anions de la 
protéine. Nous avons même constaté une absence de régulation du pH après la mutation 
K698D. De même, la mutation K695L supprime l’activité d'échange d'anions. En revanche l'effet 
de la substitution de la glycine 701 dépend de l’acide aminé introduit: G701K ne semble plus en 
mesure d’échanger des anions alors que G701C a conservé cette capacité. Nous pouvons 
constater la même chose avec les mutants de l’acide aspartique 705: lorsque l’acide aspartique 
705 est substitué par une cystéine ou une glycine, la protéine garde un échange 




Figure 23. Mesure du passage des anions et des cations par les AE1 mutés de la boucle 690-705. 
Ce graphique regroupe les mesures d’entrée de lithium (barres grises) ou de l’échange chlorure/bicarbonate (barres 
blanches) des mutants ponctuels de la boucle intracellulaire 690-705 de l’AE1. Chaque barre représente la moyenne 
d’au moins trois expériences, réalisés sur des lots différents d’au moins 9 ovocytes chacun. Les barres sont des 
s.e.m. (erreur standard à la moyenne). 
 
La détection à la membrane plasmique des protéines faite par biotinylation et western blot 
permet d’affirmer que l’absence d’échange chlorure/bicarbonate ne résulte pas d’une absence 
de protéine à la membrane plasmique des ovocytes (figure 22). Cependant, une partie des 
différences observées lors de la mesure de l’échange chlorure/bicarbonate pourrait s’expliquer 
par des variations de la quantité de protéine membranaire. 
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Certaines mutations, notamment celles touchant la lysine 698, présentent un faible échange 
d’anions corrélé à une expression membranaire relativement faible. Dans ce cas il reste 
possible qu’une meilleure expression de la protéine permettrait de récupérer un niveau 
d’échange chlorure/bicarbonate plus proche de celui de la protéine sauvage. Cependant, pour 
un niveau d'expression voisin, l’AE1-D705C présente une activité d’échange d'anions plus 
importante que celle des mutants de la lysine 698. 
Ainsi, il est assez difficile de corréler le niveau d'expression de la protéine et l'intensité de 
l'activité d'échange anionique. Néanmoins, l'absence d'échange d'anions n'est pas due à un 
défaut d’expression de l’AE1 à la membrane plasmique des ovocytes mais plus probablement à 
un effet de la mutation ponctuelle que nous avons introduite sur l’activité de transport. 
 
3.3.5 Mesure de la perméabilité aux cations des mutants de la séquence 690-705. 
 
Certaines mutations ponctuelles modifient sensiblement l’AE1 en faisant apparaitre une fuite de 
cations via cette protéine. Nous avons donc vérifié si des ovocytes de xénope exprimant les 
AE1 mutés dans la séquence 690-705 avaient une perméabilité cationique. Pour cela nous 
avons mesuré l’entrée de lithium dans des ovocytes exprimant ces différents mutants ainsi que 
leurs contenus en sodium et potassium. 
L’absorption de lithium des ovocytes exprimant les mutants de l’AE1 a été évaluée de la même 
manière que lors de l’étude du segment transmembranaire 8. Les résultats sont représentés 
dans la figure 23, barres grises. Une augmentation significative de la perméabilité au lithium est 
observée pour les mutants de l’AE1 E693Q, R694/D/G, K695L, K698D/G/Q/C, G701C/K, 
D705K/Y (p< 0,05). Comme pour l’échange chlorure/bicarbonate l’importance de la fuite de 
cations ne semble pas corrélée avec le niveau de détection des protéines AE1 mutées que 
nous avons relevé par western blot. 
Pour compléter les observations issues des mesures d’entrée de lithium effectuées sur les 
ovocytes exprimant les protéines AE1 mutées de la figure 22 nous avons voulu vérifier si le 
contenu des ovocytes en sodium et potassium était modifié. Pour cela les ovocytes qui 
expriment les différentes constructions de l’AE1 sont placés dans un milieu salin contenant de 
l’ouabaïne et du bumétanide, respectivement inhibiteurs de la pompe sodium/potassium et du 
cotransporteur Na+-K+-2Cl- NKCC (ou SLC12A2). L’utilisation de ces inhibiteurs permet de 
s’assurer que les mouvements de potassium et de sodium dans les ovocytes de xénope sont 
indépendants de l’activité de ces deux transporteurs endogènes. 
Les mesures présentées dans la figure 24 sont les contenus des ovocytes en sodium et 
potassium trois jours après injection d’ARN codant pour les différents mutants de l’AE1. Les 
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données sont des moyennes de plusieurs mesures, plus ou moins l’erreur standard à la 
moyenne (s.e.m.). Les résultats sont exprimés en pourcentage des valeurs obtenues sur des 
ovocytes exprimant la protéine sauvage. Ainsi plus les différences des contenus en ions avec 
l’AE1 sauvage sont élevées plus la fuite de cations est importante. 
 
 
Figure 24. Contenus des ovocytes en sodium et potassium par rapport a l’AE1 sauvage. 
Mesure du contenu en sodium et potassium d’ovocytes exprimant différents mutants de l’AE1. Les mesures 
effectuées sont des quantités de sodium et potassium en gramme du poids sec par ovocyte et par heure ensuite 
exprimées en pourcentage des mesures relevée sur l’AE1 sauvage 
Une étoile (*) marque mutants qui présentent des différences significatives avec l’AE1 sauvage (student p<0,05). 
 
Les ovocytes injectés avec la protéine sauvage ou des ovocytes non injectés ne présentent pas 
de différences significatives. Les quantités de base en sodium et potassium pour ces deux 
condition sont : pour les ovocytes non injectés Na+noninjectés= 48 ±11 µmol/g de poids sec et 
K+noninjectés= 86 ±17 µmol/g de poids sec et pour les ovocytes exprimant la protéine AE1 sauvage 
Na+AE1 sauvage= 52 ±13 µmol/g de poids sec et K
+
AE1 sauvage= 75 ±18 µmol/g de poids sec, avec n=5 
expériences par mutant. 
Dans le cadre d’une fuite de cations le passage des ions se fait de la zone la plus concentrée 
en ions vers la zone la moins concentrée. Dans ce cas, pour le sodium il s’agit d’une entrée 
d’ions dans l’ovocyte alors que pour le potassium il s’agit d’une sortie d’ions. 
Les contenus en sodium et potassium des mutants de l’AE1 E693Q, R694D/G, K695L, 
K698C/D/G/Q, G701C/K, et D705K/Y sont significativement différents de ceux de l’AE1 
sauvage. Au contraire il n’y a pas de différence significative entre l’AE1 sauvage et les mutants 
K691Q, P692L, R694Q, G699C, S700C, F702C, H703C et D705C/G. Ce dernier groupe de 
mutants a donc un phénotype sauvage. 
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Ces résultats sont à mettre en parallèle avec les résultats de mesure d’échange 
chlorure/bicarbonate et d’entrée de lithium présentés figure 22. Deux points ressortent 
clairement de cette comparaison : 
 Les mutants ayant des fortes variations de contenus en sodium et potassium sont les 
mêmes que ceux ayant une importante entrée de lithium dans l’ovocyte.  L’apparition de cette fuite de cations ne s’accompagne pas forcement d’une perte de 
l’activité d’échange chlorure/bicarbonate. 
 
3.3.6 Conclusions sur la boucle intracellulaire 690-705. 
 
Lorsque nous regardons les variations de sodium et potassium, ou l’entrée de lithium dans les 
ovocytes et que nous ajoutons les données relatives à l’échange chlorure/bicarbonate, nous 
pouvons regrouper les mutants de l’AE1 en 3 groupes différents. Dans le premier groupe les 
mutants ont un phénotype de type sauvage : un échange chlorure/bicarbonate détectable et 
aucune fuite de cations relevée (cas de l’AE1 sauvage et des mutants K691Q, P692L, R694Q, 
G699C, S700C, F702C, H703C, D705C/G). Le deuxième groupe présente une fuite de cations 
et aucun échange chlorure/bicarbonate (cas des mutations H734R, K695L, K698C/D/G/Q, 
G701K, D705K, D705Y). Enfin, un troisième groupe comprend les mutants présentant une fuite 
de cations et un échange chlorure/bicarbonate toujours fonctionnel (mutant de l’AE1 E693Q, 




Figure 25. Passage des ions par l’AE1 sauvage et les mutants ponctuels de la boucle 690-705. 
Les différents mutants de l’AE1 sont regroupés en fonction des relevés effectués lors des mesures des mouvements 
d’ions présentées dans les figures précédentes (les mutations liées aux pathologies humaines sont notés en rouge). 
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La majorité des mutations sur la boucle 690-705 a un effet sur les propriétés d’échange de 
l’AE1. Dans la plupart des cas cet effet est l’apparition d’une fuite de cations avec conservation 
ou non des propriétés d’échange d’anion de la protéine sauvage. 
Nous pouvons donc proposer que la boucle intracellulaire 690-705 joue bien un rôle dans la 
capacité de l’AE1 à échanger des anions. En particulier le glutamate 693, l’arginine 694, les 
lysines 695 et 698, la glycine 701 et l’asparagine 705 sont importants pour cet échange. Des 
mutations ponctuelles sur ces acides aminés peuvent soit induire une perméabilité aux cations 
et la suppression ou la diminution spectaculaire de l'échange d'anions (mutants de l’AE1 : 
K698C/D/G/Q, G701K et D705K/Y), soit induire une perméabilité cationique dans un échangeur 
d'anions encore fonctionnel (E693Q, R694D/G, G701C). L’acide aminé de remplacement va 
aussi avoir de l’importance selon la position muté : par exemple au niveau de la position 705 le 
remplacement de l’asparagine en en glycine ou en cystéine n’aura aucun effet alors que le 
remplacement de l’asparagine en lysine par exemple va induire la fuite de cation. Au niveau de 
al position 698, la charge positive de lysine semple plus importante car quel que soit l’acide 
aminé de remplacement (qu’ils soient de taille équivalente ou non à la lysine de départ) la fuite 
de cation va apparaitre. En revanche, les acides aminés lysine 691, proline 692, glycine 699, 
serine 700, phénylalanine 702 et histidine 703 peuvent être remplacés sans aucun changement 
significatif dans les propriétés de transport de l’AE1: l’échange d'anions a été maintenu, et 
aucune perméabilité cationique n’est apparue. 
 
3.4 Conductance cationique et échange anionique dans l’AEͳ. 
 
Les données que nous avons obtenues nous ont permis de montrer que des mutations 
ponctuelles peuvent faire apparaitre une fuite de cations via le même site que l’échange 
chlorure/bicarbonate au détriment ou non de ce dernier (figure 26). 
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Figure 26. Différents phénotypes de l’AE1. 
Cette figure résume les différents phénotypes observables lorsqu’on effectue des mutations ponctuelles dans la 
boucle intracellulaire 690-705 de l’AE1 ou lors des mutations ponctuelles associées aux pathologies érythrocytaires 
humaines. 
 
Nous avons vu, dans la première partie de la présente étude que le passage des anions et 
l’échange de cations avaient en commun le segment transmembranaire 8. Par la suite, nous 
avons mis en évidence que la boucle intracellulaire 690-705 directement en aval de ce segment 
transmembranaire 8 est importante pour la sélectivité des ions pouvant transiter par ce pore 
commun ainsi que pour le mode de fonctionnement de la protéine. Notamment les deux 
charges positives portées par les deux lysines 698 et 695 semblent essentielles au 
fonctionnement de l’échangeur. Nos résultats nous permettent de proposer un modèle général 
modélisant à la fois le passage des cations, dans le cadre des pathologies humaines liées aux 
mutations ponctuelles de l’AE1 et le fonctionnement général de la protéine sauvage. Ce modèle 
est schématisé dans la figure 27. 
 
Figure 27. Vue schématique des différentes conformations fonctionnelles de l’AE1. 
Sur ce schéma sont représentés les 3 états fonctionnels de l’AE1. Avec (A) : Conformation d’échange 
chlorure/bicarbonate (conformation sauvage), (B) Conformation d’échange chlorure/bicarbonate avec fuite de cations 
et (C) Conformation avec fuite de cations seule. 
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La conformation (A) représente l’AE1 sauvage. Dans ce cas, l’AE1 effectue un échange 
chlorure/bicarbonate normal et les cations ne peuvent pas passer par le site d’échange 
anionique. Nous avons vu dans l’introduction que le glutamate 681 avait une importance 
majeure dans l’échange chlorure/bicarbonate (Jennings et al., 1987, Jennings et al., 1988, 
Jennings et al., 1992). En (B) il s’agit d’une conformation où l’échange chlorure/bicarbonate est 
conservé avec apparition d’une fuite de cations. Dans ce cas les charges portées par les 
lysines 695 et 698, empêchant normalement l’accès des cations au site de transport ne sont 
plus en vis-à-vis du pore et les cations peuvent emprunter un passage situé au niveau du 
segment transmembranaire 8. Dans cette configuration les capacités d’échange sont 
conservées car aucune modification structurale majeure n’a modifié la configuration du site 
d’échange des anions. Enfin, la conformation (C) possède un site de passage des ions modifié 
qui n’effectue plus d’échange chlorure/bicarbonate mais permet le passage des cations dont la 
fuite n’est pas bloquée par les charges positives des lysines K695 et K698. 
 
3.5 Expression de l’AEͳ dans la levure 
 
De nombreuses études ont déjà été publiées sur la topologie de l’AE1 et la structure 
tridimensionnelle du domaine cytoplasmique de l’AE1 a été résolue par cristallographie (Zhang 
et al., 2000). Ce n’est pas le cas pour la partie membranaire de l’AE1. L’abondance des 
données disponibles sur la partie cytoplasmique de la protéine contraste fortement avec les 
données disponibles concernant la structure tridimensionnelle du domaine membranaire. 
Yamaguchi T. et al. ont livré en 2010 une structure partielle de cette partie membranaire grâce 
à l’obtention d’un cristal de la protéine (Yamaguchi et al., 2010a, Yamaguchi et al., 2010b). 
Malheureusement la faible résolution de cette structure n’a pas permis de résoudre 
l’agencement des hélices ni l’organisation précise du domaine transmembranaire. Ce travail n’a 
pas permis d’obtenir des indications sur le mécanisme de transport à l'échelle moléculaire. 
La purification de l’AE1, soit à partir de globules rouges, soit à partir de systèmes d’expression 
hétérologue (bactérie ou levure), a été entreprise il y a de nombreuses années. Cependant, à 
l’heure actuelle, ces travaux n’ont pas abouti à la production des cristaux permettant de 
résoudre la structure tridimensionnelle du domaine transmembranaire de l’AE1. Nous avons 
souhaité contribuer à ce projet en mettant au point des conditions d’expression, en système 
hétérologue, d’un AE1 muté incapable d’effectuer l’échange anionique mais converti en voie de 
conductance pour les cations. En effet, nous espérions que les avancées de cristallographie de 
l’AE1 sauvage pourraient être adaptées pour cristalliser un tel mutant et ainsi comprendre à 
l’échelle moléculaire comment une simple mutation ponctuelle modifiait aussi dramatiquement 
les propriétés de transport de l’AE1. 
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3.5.1 Production d’AEͳ dans la levure. 
 
Nous avons entrepris de développer l’expression de la protéine AE1 mutée dans la levure 
Saccharomyces cerevisiae. Le but de cette démarche était de pouvoir produire de manière 
importante et stable la protéine sauvage ou mutée. L’objectif affiché était de fournir un outil de 
production fiable avant de pouvoir aboutir à une purification de la protéine compatible avec des 
techniques de cristallographie.  
La plupart des protéines membranaires eucaryotes ne sont pas fonctionnelles lorsqu’elles sont 
surexprimées dans Escherichia coli. Trois raisons principales sont évoquées : les bactéries 
n’adressent pas correctement les protéines membranaire à la membrane plasmique, les 
protéines membranaires eucaryotes sont souvent toxiques pour bactéries qui ne les produisent 
qu’a un faible niveau (Ferreira et al., 1992), enfin l’épaisseur de la membrane bactérienne 
(≈25 Å) ne correspond pas bien avec la taille moyenne des régions hydrophobes 
transmembranaires des protéines eucaryotes (≈ 30-35 Å) (Lewis et al., 1983). 
Les premières structures de protéines membranaires eucaryotes haute résolution étaient 
basées sur du matériel isolé de la surexpression hétérologue dans la levure Pichia pastoris. Ce 
fut le cas pour le canal potassique Kv1.2 (Long et al., 2005) et l’aquaporine SoPIP (Törnroth-
Horsefield et al., 2006) par exemple. 
Par rapport à Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae offre plusieurs avantages : La 
possibilité d’obtenir un plasmide fonctionnel par recombinaison homologue pour les tests 
d'expression directe sans passer obligatoirement par des constructions dans Escherichia coli, la 
disponibilité de nombreuses souches différentes, l’existence de nombreux plasmides 
d’expression adaptés, et éventuellement la possibilité d'effectuer complémentation fonctionnelle 
in vivo (Ton et al., 2004). 
De plus selon DE Drew, bien que Pichia pastoris ait l'avantage de générer une biomasse 
importante lors de la fermentation dans du méthanol, les protéines membranaires produites 
dans Pichia pastoris sont souvent difficiles à purifier parce qu’elles ne représentent qu'une 
petite fraction des protéines totales (Drew et al., 2001). 
Pour l’ensemble de ces raisons nous avons effectué tous nos essais dans Saccharomyces 
cerevisiae. 
Le système d’expression de Saccharomyces cerevisiae, efficace pour les protéines 
membranaires eucaryotes, a déjà été utilisé par Sekler, Kopito et Casey pour exprimer l’AE1 
sauvage (Sekler et al., 1995a). 
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Nous avons eu recours à trois types de vecteurs d’expression dans la levure pour cloner l’AE1 : 
un plasmide qui était disponible au laboratoire basé sur un système de surexpression YEpGAL, 
celui mis au point par le groupe de Joe Casey (Sekler et al., 1995a) et celui mis au point par 
David Drew (Drew et al., 2008). 
Les mutations auxquelles nous nous intéressons génèrent des fuites de sodium et potassium 
susceptibles de perturber la croissance des levures lorsque la protéine est surexprimée par un 
vecteur classique. De plus, les inhibiteurs de la bande 3 pouvant être utilisés ne sont pas 
efficaces sur les mutants présentant de telles fuites de cations. C’est pour cela qu’au 
laboratoire, plusieurs clones de levures ont été créés en introduisant la bande 3 mutée dans un 
plasmide YEpGAL inductible en milieu YEP galactose, en collaboration avec Isabelle Mus-
Veteau (IPMC, CNRS-UMR 7275, Valbonne) 
Le clone 115.2 est une lignée créée à partir de la souche Saccharomyces cerevisiae K699 
transformée avec un plasmide YEpGAL contenant le gène codant pour le mutant L687P de 
l’AE1. Nous avons choisi d’étudier ce clone en particulier car les levures transformées avec 
l’AE1 porteur de cette mutation avaient une bonne croissance en milieu de culture standard. 
 
3.5.2 Expression membranaire de l’AEͳ dans le plasmide YEpGAL. 
 
La figure 28 montre deux immunoblots révélant des préparations de membrane de levures 
Saccharomyces cerevisiae exprimant ou non l’AE1. Les levures K699 sont les levures contrôles 
n’exprimant pas l’échangeur anionique. Les préparations membranaires sont effectuées lorsque 
la D.O.600nm
 
 des cultures atteint soit 1 unité soit 5 unités pour chaque souche et condition de 
culture. 
 
Figure 28. Expression de l’AE1 dans S. cerevisae. 
Les Western blots révèlent des échantillons réalisés à partir de préparation de membranes de levures 
Saccharomyces cerevisae avec des anticorps dirigées contre l’AE1. 
Le western-blot (A) est réalisé a partir de préparations de membranes plasmiques et le western-blot (B) a partir de 
membranes totales. Les flèches représentent la position théorique de l’AE1 non glycosylée (←) et glycosylée (←) et 
des dimères de la bande 3 (←) 
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Lorsque l’expression de l’AE1 muté L687P est induite en milieu galactose il y a apparition d’une 
bande à 95 kDa, correspondant au poids moléculaire de l’AE1 non-glycosylée, symbolisé sur le 
western blot par une flèche rouge (←) pistes 6 et 7 (figure 28A). A des poids moléculaires 
supérieurs à 250 kDa on note l’apparition d’un signal caractéristique de dimères de la bande 3 
(←). 
Cette large bande de protéines est plus visible sur les extraits membranaires totaux figure 28B. 
De plus les extraits totaux permettent de voir l’apparition d’un signal vers 130 kDa (←) mettant 
en évidence l’existence de l’AE1-L687P sous forme glycosylée dans la levure. 
Nous avons donc pu déterminer que : l’expression de l’AE1-L687P sans induction par le 
galactose n’était pas détectable. Les bandes à 95 kDa, 130 kDa et d’agrégat ne sont pas 
détectées lorsque le clone 115.2 est cultivé exclusivement en milieu YEP glucose (pistes 4 et 5) 
ou lorsque les levures contrôles K699 sont testées en milieu YEP glucose (pistes 2 et 3). 
Il existe aussi des différences entre les préparations faites lorsque les solutions de levure 
étaient à D.O.600nm = 1 ou D.O.600nm = 5. En effet à D.O.600nm = 5 le signal représentant l’AE1 
monomérique diminue au profit du signal de l’AE1 polymérique. Nous pouvons supposer que le 
temps suffisant aux levures pour atteindre la D.O.600nm = 5 est suffisante pour saturer la 
membrane en AE1 et que le reste de l’AE1 produit n’est plus exporté à la membrane plasmique. 
Le plasmide contenant l’AE1 sauvage ou muté a bien été introduit dans la levure. La production 
de la protéine était bien effective au moment de la décongélation des levures. Cependant au fil 
des réensemencements des levures en culture, ces dernières ont tendance à se 
« débarrasser » de l’AE1 (figure 29). Il n’est plus possible de détecter la protéine à la 
membrane des levures au bout d’un certain nombre de division. En revanche, la protéine reste 
détectable encore un certain temps lorsqu’on vérifie sa présence dans la cellule entière ce qui 
laisse à penser que la protéine est toujours produite mais que la levure a mis en place un 
mécanisme l’empêchant de terminer son export jusqu’au niveau de la membrane plasmique. 
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Figure 29 : Perte de l’AE1-L687P au fil des réensemencements. 
Les résultats sont normalisés par rapport à la quantité d’AE1 détecté par western blot avant le premier 
réensemencement à D.O.600nm=5 (barres centrales). 
 
L’objectif de la production en levure est d’obtenir des protéines fonctionnelles en quantité 
suffisante. La meilleure manière de vérifier qu’une protéine est toujours fonctionnelle est de 
mesurer son activité. Cependant, les formes polymériques de l’AE1 détectables uniquement 
lors de préparation de membranes totales, sont absentes des membranes plasmiques et n’ont 
donc pas d’activité mesurable dans la levure. La seule activité potentiellement mesurable est 
celle de la faible proportion de protéines présentes à la membrane plasmique En conséquence, 
l’activité que l’on pourrait mesurer dans ces levures ne sera absolument pas le reflet de 
l’ensemble des AE1 produites par la levure cela rend impossible l’évaluation de l’état de la 
majorité des AE1 contenus dans les levures. De plus le passage des clones en milieu de 
culture YEP galactose permettant l’expression de l’AE1 fait augmenter la durée de doublement 
de la population d’un facteur deux à trois. 
Ces observations vont à l’encontre d’une production à grande échelle de la protéine dans la 
levure et des objectifs qualitatifs que nous avons fixés. 
Ces résultats sont le reflet de ce que l’on peut observer dans littérature avec la levure Pichia 
pastoris. Pour contourner ce problème nous avons essayé de produire l’AE1 avec d’autres 
vecteurs d’expression et à partir d’une protéine tronquée ne représentant que la partie 
membranaire de l’AE1. 
 
3.5.3 Expression de l’AEͳ dans les plasmides pDDGFP-AE1 et pB1-MDhAE1. 
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Nous avons testé deux autres plasmides pour essayer de contourner les difficultés d’expression 
de l’AE1 que nous avons rencontrés avec le plasmide YEpGal dans K699. Pour ces nouveaux 
essais nous utilisons un AE1tronqué dans sa partie N-terminale. 
Nous avons cloné le mutant S731P et l’AE1 sauvage dans un plasmide pDDGFP-2 (voir 
« matériel et méthodes » (Newstead et al., 2007, Drew et al., 2008)). La version de l’AE1 que 
nous avons cloné dans ce vecteur est une partie membranaire de l’AE1. Ce vecteur couplé à la 
GFP permet de visualiser facilement la production de la protéine d’intérêt. Nous avons introduit 
dans ce plasmide la partie membranaire de l’AE1 sauvage ou un AE1 muté S731P. 
Les clones ont été sélectionnés en fonction de la quantité de GFP produite. Pour chaque 
mutant de l’AE1, un clone a été sélectionné pour tester la présence d’AE1 à la membrane sur 
des préparations de membranes plasmiques. La quantité relative de chaque protéine a été 
déterminée par western-blot en fonction de la quantité de protéines totales déposées (figure 
30). 
Nous avons normalisé nos résultats en fonction de la quantité de protéine que nous avons 
utilisée pour chaque dépôt, determinée grâce à la technique de Bradford. Cette figure montre 
que nous avons bien une expression membranaire de l’AE1 sauvage ou de l’AE1 S731P en 
utilisant les protocoles de production décrit par Drew (Drew et al., 2008). 
 
 
Figure 30. Expression de l’AE1-GFP dans la levure. 
(A) Western blot réalisés à partir de préparation de membranes de levures Saccharomyces cerevisae exprimant 
l’AE1 sauvage (AE1 wt) ou l’AE1-S731P. 
(B) Quantification de n=5 western blots différents, normalisés par rapport à la quantité de protéines déposées dans 
chaque ligne (u.a. moyennes ± sem). 
 
Le second plasmide utilisé, le plasmide pB1-MDhAE1 utilisé par l’équipe de J. Casey (Sekler et 
al., 1995a), contient la région 183-911 de l’AE1 humain. Cette construction a permis à l’équipe 
de Joe Casey de produire efficacement de l’AE1 dans la levure. Nous avons donc choisi 
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d’utiliser ce plasmide et introduit la mutation ponctuelle G701C dans pB1-MDhAE1 par coupure-
ligation, comme décrit dans la partie « matériel et méthodes », pour comparer avec les 
constructions que nous avions déjà au laboratoire. 
La figure 31 montre l’expression de l’AE1, dans la levure grâce à cette méthode. Nous avons pu 
constater que l’expression obtenue en transfectant le plasmide fourni par JR Casey et notre 
plasmide muté avaient les mêmes niveaux d’expression, dans les mêmes conditions de culture 
dans la levure. 
Au départ de cette procédure les dernières données publiées par T. Yamaguchi proposant une 
structure de l’AE1 basée sur un cristal basse résolution de la partie membranaire de l’AE1 
(Yamaguchi et al., 2010a) et l’étude de Pamela Bonar (Bonar et al., 2013) qui propose un 
modèle basé sur une comparaison avec le canal ClC n’étaient pas encore disponibles. 
 
 
Figure 31 Expression de l’AE1 grâce au vecteur pB1-MDhAE1. 
(A) Western blot réalisés à partir de préparation de membranes de levures Saccharomyces cerevisae exprimant 
l’AE1 sauvage (AE1 wt) ou l’AE1-G701C. L’échantillon contrôle est un échantillon de levures n’ayant pas reçu le 
plasmide codant pour l’AE1. 
(B) Quantification de n=5 western blots différents, normalisés par rapport à la quantité de protéines déposées dans 
chaque ligne (u.a. moyennes ± sem). 
 
L’utilisation de « ghosts » (membranes de globules rouge purifiées) par Yamaguchi a permis à 
son équipe de proposer un cristal de la partie membranaire de l’AE1 avec une résolution de 
18 Å. Ces résultats ont permis de déterminer que des dimères d’AE1 de son cristal ont une 
dimension de 60 × 110 Å pour une épaisseur 70 Å au niveau de la bicouche lipidique. Ces 
résultats prometteurs ont montré que la stratégie consistant à utiliser des globules rouges 
surexprimant déjà l’AE1 apparaissait comme une meilleure stratégie que la surexpression dans 
la levure. Malgré les premiers résultats obtenus grâce à nos levures nous avons donc décidé de 
suspendre nos expériences. 
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3.6 Elaboration d’un modèle tridimensionnel de l’AEͳ in silico. 
 
Notre compréhension actuelle du transport des ions à travers l’AE1 est principalement basée 
sur des études biochimiques et de mutagénèse dirigée. Ne disposant pas de structure 
tridimensionnelle de la partie membranaire de l’AE1, la mutagénèse dirigée reste très aléatoire 
en terme d’efficacité et fastidieuse pour identifier le rôle des résidus dans les diverses 
propriétés fonctionnelles de la protéine. Il est également très difficile de déterminer quels sont 
les segments transmembranaires susceptibles d’interagir les uns avec les autres. Aussi, en 
collaboration avec le professeur Catherine Etchebest nous avons créé un modèle 
tridimensionnel du domaine transmembranaire de l’AE1 dont nous avons ensuite évalué la 
pertinence expérimentalement et par rapport aux données bibliographiques.  
  
3.6.1 Les outils de prédiction. 
 
Bien que différents travaux aient été publiés concernant la topologie du domaine 
transmembranaire de  l’AE1, nous avons soumis cette séquence aux outils de prédiction de 
topologie disponibles. Lorsque nous avons soumis la partie membranaire de l’AE1 à des outils 
de prédiction de structure, nous avons constaté d’importantes différences (nombre des 
segments transmembranaires, délimitation de ces segments, etc.). Malgré ces différences, 
nous avons pu faire ressortir un certain nombre de points de convergence. Le consensus entre 
les topologies déterminées à l’aide de ces différents outils est meilleur du côté N-terminal du 
domaine transmembranaire, c’est-à-dire du résidu 400 au résidu 720. Les outils utilisés 
prédisent dans la plupart des cas huit hélices transmembranaires mais leur longueur et leur 
emplacement précis varient selon les outils. La région allant du résidu 720 à la fin est beaucoup 
plus variable avec un nombre d’hélices alpha allant de une à cinq. 
De même, si nous nous intéressons à la disposition des hélices alpha vis-à-vis de la bicouche 
lipidique et à l’accessibilité de leurs résidus du côté interne ou externe de la membrane les 
résultats sont peu convaincants. En effet, la plupart des résultats que l’on peut obtenir avec les 
mêmes données sources donnent des décalages au niveau des positions de départ et d’arrivée 
des hélices alpha et de segments transmembranaires.  
Le manque de consensus pour établir la topologie du domaine transmembranaire de l’AE1 ainsi 
que l’absence de protéine homologue dans les bases de données de structures 
tridimensionnelles protéiques nous ont conduits à avoir recours à des outils dédiés tels I-
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TASSER (Roy et al., 2010) (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) pour prédire une 
structure 3D du domaine transmembranaire de l’AE1. I-TASSER est une plateforme en ligne 
permettant de prédire la structure et la fonction de protéines. Les modèles tridimensionnels 
obtenus par cet outil sont basés sur des combinaisons de méthodes de prédiction. Le protocole 
d’I-TASSER prévoit plusieurs étapes. 
D’abord un « threading », ou enfilage. Il s’agit d’une procédure de bio-informatique permettant 
d’identifier des protéines modèles, dans des bases de données contenant des structures 
protéiques résolues, qui possèdent des structures ou des motifs structuraux similaires à la 
séquence d’intérêt (l’AE1 dans notre cas). Pour cela I-TASSER a recours à des outils 
préexistants tels : 
 PSI-BLAST, un outil qui compare des séquences à des bases de données de 
séquences non-redondantes, 
 PSIPRED, un outil de prédiction de structures secondaires, 
 LOMETS (« Local Meta-Threading-Server »), qui prend en compte plusieurs méthodes 
différentes en les combinant pour obtenir des données de structure tertiaire. 
Ces données sont ensuite compilées et classées en fonction de leur « Z-score », qui est un 
écart mesuré par rapport à une valeur idéale calculée ou une moyenne. Il s’agit donc dans ce 
cas d’une estimation statistique de leur significativité ou de la pertinence des valeurs 
présentées. 
Par la suite I-TASSER crée avec les données recueillies plusieurs modèles protéiques ab initio 
en assemblant les « meilleurs » fragments modélisés dans la première étape avec les régions 
non-alignées de la protéine testée (l’AE1). Ces régions dites non-alignées sont principalement 
des boucles et des suites d’acides aminés qui n’ont pas été pré-modélisées dans la première 
étape. L’effet direct de cette étape sur l’évaluation de la plausibilité de ces modèles est une 
baisse globale de leur « Z-score ». Ces modèles ab initio sont construits en prenant en compte 
les données issues de la PDB : l’arrangement des chaînes latérales des acides aminés, les 
ponts hydrogènes et l’hydrophobicité. 
Lors de la troisième étape les résultats obtenus sont resoumis à I-TASSER qui génère des 
modèles alternatifs. Le but de cette seconde soumission et d’identifier les modèles et les zones 
qui comportent des conflits stériques, c’est-à-dire des zones où les chaines latérales sont 
superposées, pour les éliminer. Les modèles restants sont classés en fonction de leur plus 
basse énergie et servent de données d’entrée à REMO, qui génère les modèles structuraux 
finaux. REMO est une procédure permettant d’optimiser les liaisons hydrogènes et 
l’encombrement stérique des résidus sur les modèles. 
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La dernière étape est l’annotation  des structures identifiables par les bases de données de la 
PDB des modèles générés. Elle s’effectue au niveau des structures secondaires et tertiaires. 
 
3.6.2 Choix du modèle de l’étude. 
 
Appliqué à la partie transmembranaire de l’AE1, I-TASSER propose 5 modèles avec des scores 
(« C-scores ») élevés. Les « C-scores » sont basés sur la qualité des alignements et la 
convergence de l’ensemble des outils utilisés par I-TASSER. Cet outil nous a permis de sortir 5 
modèles tridimensionnels avec des scores proches et élevés. 
Le premier modèle que nous ayons obtenu est basé sur le cotransporteur sodium/glucose 
(PDB : 3DH4). Ce modèle comporte cependant plusieurs défauts incompatibles avec les 
données que nous avions :  
 L’extrémité C-terminale est extracellulaire, donc incompatible avec les données publiées 
dans la littérature. 
 Les deux lysines 851 et 539 connues pour être les sites de liaison du H2DIDS, ont des 
positions respectivement intra et extra cellulaires ce qui empêcherait une fixation du H2DIDS. 
Le modèle numéro 2, basé sur la sous-unité β de l’importine (PDB : 2P8Q), a lui aussi été 
écarté parce que sa topologie n'était pas compatible avec la fonction de transport de l’AE1. 
Enfin les 3 derniers modèles sont principalement basés sur le transporteur de l'uracile (PDB: 
3QE7). Ils sont assez similaires du début de leur séquence jusqu’au résidu 850, c’est-à-dire sur 
près de 90% de la séquence proposée à I-TASSER. Nous les avons donc regroupés sur un 
modèle unique (figure 32). 
Lorsqu’on compare la séquence primaire du domaine transmembranaire de l’AE1 érythrocytaire 
humain avec celle du transporteur de l’uracile nous n’obtenons que 17% seulement de 
similarité. Cependant, les valeurs E et P (« E and P values ») d’I-TASSER, qui estiment la 
pertinence de l'alignement, étaient suffisamment importantes pour que nous analysions la 
fiabilité de ce modèle. 
 
3.6.3 Description et analyse du modèle du domaine transmembranaire de l’AEͳ. 
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Le modèle du domaine transmembranaire de l’AE1 présente 14 segments qui traversent la 
bicouche lipidique, 12 hélices α et deux segments ayant une moitié hélice α et une moitié non 
structurée (TM3 et TM10) (figure 32). Aucun feuillet β n’a été prédit dans la structure. 
 
 
Figure 32. Modèle topologique classique et tridimensionnel de l’AE1. 
Cette figure montre en (A) le modèle topologique révisé suite à la modélisation tridimensionnelle et en (B) notre 
modèle tridimensionnel basé sur le symporteur de l’uracile. Les deux images en partie B ont été obtenues grâce à 
l’utilisation de PyMOL 0,99rc6 (www.pymol.org). 
 
Sur la figure 33 nous pouvons observer une symétrie entre les segments transmembranaires 4-
5 et 11-12. Ils forment deux arcs inversés plus ou moins de même taille. Les parties 
hélicoïdales du segment transmembranaire 3 (entre TM 4 et 5), et segment transmembranaire 
10 (entre TM11 et 12) pointent l'une vers l'autre. Les segments transmembranaires 1, 2 et 9 
sont situés dans l'espace délimité par les segments transmembranaires 4-5 et 11-12. Le 
segment transmembranaire 8 est une hélice alpha longue et inclinée s'étendant à travers cet 
espace, parallèlement à l'orientation des segments transmembranaires 3 et 10. Les segments 
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transmembranaires 6-7 et 13-14 sont disposés à la périphérie de la structure. Les segments 
transmembranaires 1-7 et les segments transmembranaires 8-14 forment alors deux structures 
antiparallèles (figure 33). 
 
 
Figure 33. Une symétrie dans l’AE1. 
Notre modèle tridimensionnel montre une symétrie entre les TM1-7 et les TM8-14. Nous pouvons noter les 2 
« arches » formées par les TM4 et 5 d’une part et les TM 11 et 12 d’autre part. 
 
3.6.4 Validation du modèle tridimensionnel de l’AEͳ. 
 
Nous avons utilisé un serveur PPM (« Prediction by partial matching » ou prédiction par 
correspondance partielle) afin de déterminer les limites des segments transmembranaires et les 
confronter à notre modèle obtenu par I-TASSER (tableau E). 
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Tableau E. Identification des segments transmembranaires de l’AE1. 
Comparaison entre deux outils de prédiction basés sur l’étude de la séquence d’acides aminés de la séquence 405-
911 de l’AE1. 
Le serveur PPM va permettre d’identifier les acides aminés qui sont positionnés dans la membrane plasmique alors 
que l’algorithme Stride permet de prédire la formation de structure tertiaire (hélices alpha notamment). 
 
 
Le tableau E met en parallèle un outil de prédiction de topologie en identifiant les segments 
transmembranaires d’une part et un outil de prédiction de structure tertiaire d’autre part. Ces 
deux outils ont pour base une séquence d’acides aminés. Lors de la création de ce tableau 
nous nous sommes servis de la séquence de l’AE1 érythrocytaire. 
Les données des deux tableaux se recoupent : les hélices alpha prédites sont positionnées au 
niveau des segments transmembranaires. En effet, les hélices alpha ont la particularité de 
placer les acides animés de manière à ce que leurs chaînes latérales soient orientées vers le 
solvant alors que la chaîne principale est au centre. La structure en hélice alpha est très 
favorable pour la création de segments transmembranaires et entre en compte lors de la 
prédiction des segments transmembranaires. Cependant l’algorithme PPM annonce aussi 2 cas 
plus particuliers. Les acides aminés 721MPWLSATTVRSVTHA735 qui ne sont pas associés à une 
hélice alpha. Cette séquence est décrite comme une boucle réentrante dans la membrane 
(Hirai et al., 2011). Les acides aminés 458PLLVVGFSPLLVFE472 forment un segment 
transmembranaire mixte : seule la partie finale à partir de la sérine 465 est en hélice alpha. Sur 
notre modèle tridimensionnel (figure 32 et 33) cette séquence correspond au TM3. 
Précédemment nous avons montré que le segment transmembranaire 8 faisait partie du site de 
transport de l’AE1 permettant aussi bien l’échange anionique que la fuite cationique chez 
certains mutants. Dans le modèle choisi, le segment transmembranaire 8 apparaît comme une 
longue hélice alpha inclinée. Vue depuis la face externe de la membrane plasmique, une face 
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du segment transmembranaire 5 suit la courbure du segment transmembranaire 8. De plus, le 
segment transmembranaire 3 est positionné entre le haut du segment transmembranaire 8 et 
du segment transmembranaire 5 (figure 32). Nous avons donc voulu vérifier si les segments 
transmembranaires 3, 5 et 8 pouvaient structurer le site de transport de l’AE1. 
Le segment transmembranaire 5 contient une séquence d’acides aminés hautement conservée 
parmi les échangeurs d'anions SLC4A1, A2 et A3. Il s’agit de la séquence 532FIYE535 et surtout 
l’isoleucine 533 qui est présente dans l’ensemble des membres connus de la famille SLC4 
(figure 34). Par ailleurs, le segment transmembranaire 5 abrite aussi la lysine 539 qui est une 
des deux lysines servant de fixation au DIDS. (4,4'-stilbène diisothiocyano-2, 2'-disulfonate). 
Cette lysine n’est cependant pas directement impliquée dans le site de transport. Il est possible 
de lier les deux lysines K539 et K850 en y fixant le DIDS de manière covalente. Sur notre 
modèle les positions respectives de ces deux lysines sont compatibles avec la fixation du 
H2DIDS : une distance d’environ 20 angströms entre les 2 lysines, ce qui correspond à la taille 
du H2DIDS, et une disposition en vis-à-vis. 
 
Figure 33. Alignement des séquences correspondant au TM5 de l'AE1 humain avec l'AE2, l'AE3 ou l'AE 
(Dorosphile et Anophèle). 
Les acides aminés leucine 530, isoleucine 533 et lysine 539 de l'AE1 humain sont notées en gras et en couleur de la 
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Le segment transmembranaire 3 possède lui aussi une séquence conservée : 463GFSGPL468. 
Cette séquence est conservée dans les SLC4A1, A2 et A3 des vertébrés. Cette séquence 
devrait être accessible, au moins partiellement, au solvant d’après notre modèle. 
3.6.4.1 Mutagénèse dans les segments transmembranaires 3 et 5. 
 
Pour déterminer le rôle des segments transmembranaires 3 et 5 dans l'activité de transport AE1 
et valider notre modèle tridimensionnel, nous avons une nouvelle fois procédé à un criblage par 
mutagénèse cystéine associée à un marquage par réactif sulfhydryle. Le double avantage de 
cette méthode est de permettre à la fois de valider l’accessibilité au solvant des chaînes 
latérales des résidus mutés et de donner des informations sur le mécanisme de fonctionnement 
de la protéine. 
Nous avons choisi des positions qui selon notre modèle devaient être accessibles au milieu 
extra ou intra cellulaire. Nous avons muté en cystéine les résidus sérine 525, phénylalanine 
526, isoleucine 528, sérine 529, leucine 530, phénylalanine 532, isoleucine 533, tyrosine 534, 
acide glutamique 535, phénylalanine 537, lysine539, leucine 540, isoleucine 541, lysine 542 du 
segment transmembranaire 5. Une approche similaire a été utilisée pour étudier l'implication du 
segment transmembranaire 3, en mutant les résidus sérine 465, leucine 468, phénylalanine 
471, acide glutamique 472 et 473, et phénylalanine 475. Dans notre modèle, la sérine 465 
occupe une position stratégique au centre de la bicouche lipidique. De plus, il a été proposé 
que cette sérine 465 puisse jouer, dans l’AE1, le rôle de la sérine de la séquence consensus 
GSGIP des canaux chlorures qui est un des sites de fixation du chlorure (Hirai et al., 2011). 
Nous avons donc effectué une étude un peu plus poussée sur cette sérine 465. Elle a été 
remplacée par une cystéine, une isoleucine ou une alanine. Les autres acides aminés listés ont 
été remplacés par des cystéines uniquement. 
 
3.6.4.2 Expression des mutants des segments transmembranaires 3 et 5. 
 
Tous les mutants ont été exprimés dans des ovocytes de xénope et leur adressage correct à la 
membrane plasmique de l'ovocyte a été vérifié par immunodétection de l’AE1, à partir 
d’échantillons de membrane d’ovocytes biotinylés (figure 35). 
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Figure 35. Expression membranaire des mutants ponctuels des segments transmembranaires 3 et 5 de l’AE1. 
(A) Immunoblots de membranes d’ovocytes biotinylées exprimant les mutants de l’AE1, révélés avec des anticorps 
dirigés contre l’AE1 (partie du haut) ou la sous-unité β1 de la Na+/K+ ATPase (partie du bas). (B) et (C) sont les 
quantifications des immunoblots obtenus pour les mutants des TM 3 et 5. (* student p<0,05). 
 
La variation du niveau d'expression d’AE1 à la membrane plasmique est importante, comme en 
témoigne la taille des barres d’erreur. Ces variations s’expliquent par deux facteurs. Le premier 
est expérimental : on relève d’importantes variations de la détection entre les différents lots 
d’ovocytes pour un même mutant injecté. Le second est dû à la méthode de calcul: les 
moyennes sont calculées à partir du rapport de la chimioluminescence associée à l’AE1 
surexprimé sur la chimioluminescence associée à la sous-unité β1 de la Na+/K+ ATPase 
endogène. Le niveau d’expression et de détection de ces deux protéines est très différent, 
aussi, de petites variations du signal Na+/K+ ATPase entraînent d’importantes variations du 
rapport final. Ainsi, il est impossible de déduire des différences d’expression statistiquement 
significatives entre les mutants et l’AE1 sauvage à partir de ces western-blots. Les seules 
différences  significatives que nous ayons relevées concernent les mutants S525C (segment 
transmembranaire 5), S465A, E472C et F475C (segment transmembranaire 3). Tous ces 
mutants sont beaucoup moins exprimés que l’AE1 sauvage dans toutes les expériences. 
Néanmoins leur niveau d’expression membranaire reste compatible avec des mesures 
fonctionnelles sur ces mutants. 
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3.6.4.3 Propriétés de transport des mutants du segment transmembranaire 5. 
 
Comme pour le segment transmembranaire 8, nous avons mesuré 3 facteurs différents : 
l'activité d'échange d’anions, la variation des contenus des ovocytes en sodium et potassium et 
l’influx de lithium. Ceci a été réalisé dans des ovocytes injectés avec de l’ARN codant pour de 
l’AE1 sauvage ou portant l’une des mutations citées précédemment, à t=3 jours après injection. 
 
3.6.4.3.1 Mesure de l’échange d’anion des mutants du segment transmembranaire 5. 
L’échange d’anions au travers de l’AE1 sauvage ou muté est présenté figure 36. 
 
Figure 36. Echange d’anions de la protéine sauvage AE1 et des mutants cystéine du segment 
transmembranaire 5. 
(A) Enregistrements représentatifs de la mesure du pHi (pH intracellulaire) de l’AE1 sauvage (panneau de gauche), 
du mutant K539C (panneau central) et du mutant F532C (panneau de droite). Chacune des traces provient d’une 
expérience différente réalisée avec des électrodes sensible au pH différentes. 
(B) Variations du pHi après acidification des ovocytes en milieu CO2/HCO3
-. Résultats exprimés en variation de pH 
par minute en fonction du mutant de l’AE1 mesuré. Les résultats sont des moyennes ± s.e.m. (erreur standard sur la 
moyenne) de n (nombre noté sur les barres) ovocytes provenant de différents lots. (* test t de Student, p≤0,05) 
 
La figure 36A est une représentation des enregistrements types obtenus avec des ovocytes 
exprimant l’AE1 sauvage ou un mutant du segment transmembranaire 5. Sur cette figure les 
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trois enregistrements ont été obtenus avec des lots d’ovocytes et des pipettes d’enregistrement 
différents. Ces trois enregistrements sont représentatifs des phénotypes observés lors des 
mesures : une première phase d’acidification en milieu contenant de chlorure (partie notée Cl 
sur le graphique) et une seconde phase d’alcalinisation en milieu gluconate sans chlorure. La 
mesure est effectuée lors de la phase initiale d’alcalinisation. 
 Le tracé de gauche, AE1 sauvage avec activité d’échange normale.  Le tracé central, mutant cystéine ayant conservé son activité de transport intacte.  Le tracé de droite, mutant cystéine ayant perdu sa capacité d’échange 
chlorure/bicarbonate. 
L’histogramme figure 36B regroupe les variations moyennes du pHi, obtenues comme décrit 
dans la partie matériel et méthodes, de plusieurs ovocytes exprimant l’AE1 sauvage ou muté 
lors des mesures. La majorité des mutants sont fonctionnels, capables d'échanger chlorure et 
bicarbonate à l’exception de I528C, F532C et E535C. Pour ces trois mutants, la perte ou la 
forte réduction de la capacité d'échange d'anions n'est pas due à un défaut d'expression de la 
protéine dans la membrane plasmique de l'ovocyte (figure 35B). Seul le mutant S525C présente 
une activité d’échange d'anions réduite corrélée à un taux d’expression de la protéine plus 
faible que l’AE1 sauvage. Dans ce cas on peut supposer que la mutation S525C n'altère pas la 
fonction de transport de la protéine, mais plutôt la quantité de protéines à la membrane 
plasmique. 
 
3.6.4.3.2 Mesure de la perméabilité au sodium et au potassium des mutants du segment 
transmembranaire 5. 
Nous avons vérifié si les mutations du segment transmembranaire 5 induisaient ou non une 
perméabilité cationique. Les résultats présentés en figure 37A sont des différences par rapport 
à des ovocytes non-injectés des contenus en sodium ou potassium. 
La condition contrôle est la mesure effectuée sur les ovocytes non-injectés. Si on moyenne sur 
plusieurs expériences et plusieurs lots d’ovocytes différents on obtient les valeurs basales 
suivantes : 
 [Na+] = 50,1 ± 4,5 µmol/g de poids sec, n=14,  et [K+] = 59,2 ± 5,5 µmol/g de poids sec, n=14. 
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Figure 37. Perméabilité aux cations des ovocytes exprimant l’AE1 sauvage ou portant une mutation dans le 
segment transmembranaire 5 de l’AE1. 
(A). Variations en sodium et potassium entre les ovocytes non-injectés, les ovocytes exprimant l’AE1 sauvage et les 
ovocytes exprimant le mutant de l’AE1. Les valeurs absolues de ces variations sont moyennées et reportées dans le 
graphique. Les résultats sont exprimés en µmol/g de poids sec ± s.e.m., par rapport à la condition contrôle ( ovocytes 
non-injectés, notés NI).  
(B) Influx de lithium dans des ovocytes non-injectés, exprimant l’AE1 sauvage ou l’AE1 portant une mutation cystéine 
du segment transmembranaire 5. L’influx de lithium est normalisé par rapport aux ovocytes non-injectés (NI) pour 
chaque expérience et ensuite moyenné pour chaque mutant. La valeur représentée est le pourcentage de la valeur 
relevée pour les ovocytes non-injectés ± s.e.m. pour 3 à 7 différents lots d’ovocytes. (*test t de Student avec p≤0,05). 
 
Par commodité, les résultats sont exprimés en valeurs absolues mais dans la réalité le flux net 
de sodium est entrant alors que le flux net de potassium est sortant. La variation de potassium 
est donc une diminution de la concentration interne en potassium et devrait avoir une valeur 
négative sans l’utilisation de la valeur absolue. 
Nous pouvons observer sur cette figure 37A que les mutants F526C, I528C, F532C, Y534C, 
K539C et L540C se distinguent nettement de l’AE1 sauvage. Nous avons relevé sur ces 
ovocytes une augmentation significative de la teneur en sodium corrélée à une diminution 
significative de la teneur en potassium. Compte tenu des erreurs qui s’accumulent lors de la 
manipulation des échantillons, nous avons considéré que les variations inférieures à 10 µmol/g 
de poids sec n’étaient pas significatives. 
Pour confirmer la faible fuite de cations pour les mutants Y534C et K539C, nous avons 
augmenté de deux jours la durée d’incubation des ovocytes avant de mesurer le contenu en 
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ions. En passant la durée d’incubation de 3 à 5 jours, nous avons obtenu les résultats suivants 
(en µmol/g de poids sec par rapport aux ovocytes non-injectés) : 
 Pour le mutant Y534C, Δ[Na+] = 26,6 ± 8,6 et Δ[K+] = -21,1 ± 4,5 (respectivement 13,8 ± 
1,3 et -13,0 ± 2,5 à 3 jours).  Pour le mutant K539C, Δ[Na+] = 22,8 ± 6,3 et Δ[K+] = -2 7,6 ± 5,7 (respectivement 14,0 ± 
4,8 et -13,9 ± 2,0 à 3 jours). 
Le mutant E535C n’effectuant plus d’échange chlorure/bicarbonate a aussi été testé à 5 jours. 
Les variations de la teneur en sodium et potassium sont, dans ce cas, restées stables et sans 
différence significative par rapport aux mesures faites sur les ovocytes non-injectés ou 
exprimant l’AE1 sauvage. 
 
3.6.4.3.3 Mesure de la perméabilité au lithium des mutants du segment transmembranaire 5. 
La perméabilité au lithium a aussi été mesurée pour ces mêmes mutants du segment 
transmembranaire 5 (figure 37B). Tous les ovocytes exprimant les mutants capables de faire 
passer des ions sodium et potassium que nous avions identifiés précédemment, présentent un 
influx de lithium significativement supérieur à celui d’ovocytes non-injectés ou exprimant l’AE1 
sauvage. L’influx de lithium mesuré dans des ovocytes exprimant E535C était légèrement au-
dessus du contrôle, cependant cette faible augmentation de la perméabilité au lithium n'a pas 
été associée à des changements dans les contenus en sodium et potassium. 
Si on compare les résultats obtenus en mesure de contenus sodium/potassium et lithium nous 
pouvons constater une corrélation entre la perméabilité au lithium et les flux nets de sodium et 
potassium. Ce type de résultats a déjà été vu lors de l’étude du segment transmembranaire 8. 
 
3.6.4.3.4 Accessibilité des cystéines du segment transmembranaire 5. 
Pour estimer la position des acides aminés mutés en cystéine dans notre modèle 
tridimensionnel, nous avons évalué leur accessibilité au solvant. Pour cela nous avons mesuré 
l'activité d'échange d'anions et l'activité de transport de cations (quand on l'observe) après la 
liaison des réactifs thiols de tailles et de charges différentes: MTSEA (cationique/neutre: 1 pour 
10 à pH 7,5), MTSET (cationique), MTSES (anionique) et PCMBS (anionique). 
Seuls les mutants dont la chaîne latérale est accessible au milieu aqueux devraient voir leur 
activité d'échange d'anions et/ou leur activité de transport de cations modifiée en présence de 
ces réactifs thiols si les mutations affectent des résidus impliqués dans l’activité de transport. 
Les données sont illustrées figure 38A. Nous pouvons observer que les réactifs testés n’ont 
pratiquement pas d’effet sur l’échange chlorure/bicarbonate des mutants cystéine sauf les 2 
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mutations L530C et I533C qui rendent l’AE1 sensible au PCMBS à 1 mM. Pour ces deux cas, 
l’inhibition observée est respectivement de 80% et 70% par rapport à leur contrôle.  
 
 
Figure 38. Mesure de l’échange chlorure/bicarbonate des mutants des segments transmembranaires 3 et 5. 
(A) Mutants du TM 5 et (B) mutants du TM 3, avec ou sans PCMBS 1mM. 
Les mutations ponctuelles S465I et S465A n’ont pas été testées avec PCMBS étant dépourvues de cystéine à 
l’endroit de la mutation, de même pour l’AE1 wt dans la partie (B) de la figure, l’AE1 sauvage n’a pas été retesté en 
PCMBS car nous avions vu que le PCMBS n’avait pas d’effet sur ce dernier lors des essais avec les mutants du TM5 
(partie A de la figure). (*test t de Student, p≤0,05). 
 
3.6.4.4 Propriétés de transport des mutants du segment transmembranaire 3. 
 
3.6.4.4.1 Mesure de l’échange d’anion des mutants du segment transmembranaire 3. 
 
La figure 38B, barres blanches, représente l'activité d'échange d'anions des mutants cystéine 
du segment transmembranaire 3. Les mutations cystéines ont des effets plus ou moins 
importants sur la capacité de l’échangeur à échanger des anions : les cystéines en position 465 
et 471 ne semblent pratiquement pas affecter le transport alors que les deux mutations L468C 
et F475C ont pour effet de diminuer fortement cet échange (environ un tiers du contrôle 
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effectué avec de l’AE1 sauvage). Enfin, les mutations E472C et E473C affectent beaucoup 
l’échange d’anions qui devient difficilement mesurable sur les ovocytes. 
 
Figure 39. Mesure des variations du pH intracelullaire des mutants du segment transmembranaire 3. 
Les mesures ont été réalisées avec ou sans incubation préalable avec du pCMBS 1mM. 
 
Aucune substitution sur le segment transmembranaire 3 n’a provoqué de fuite de cations 
(évaluée par la teneur en cations après 3 jours en MBS avec ouabaïne et bumétanide). 
 
3.6.4.4.2 Accessibilité des cystéines du segment transmembranaire 3. 
Dans notre modèle tridimensionnel les mutations que nous avons effectuées placent les 
chaînes latérales des acides aminés mutés à l’intérieur de la lumière du pore. Elles devraient 
être accessibles au solvant côté extracellulaire de la protéine.  
Pour vérifier notre hypothèse nous avons mesuré les caractéristiques d’échange de ces 
mutants cystéine de l’AE1 en présence ou en absence de réactifs sulfhydryle. Ces résultats 
sont reportés sur la figure 39. Le PCMBS à 1 mM n’a pas d’effet notable sur les mutants 
cystéine S465C, E472C S473C et F475C ni sur l’AE1 sauvage. Au contraire, nous observons 
une nette diminution de cet échange chlorure/bicarbonate pour les mutants L468C et F471C. Le 
PCMBS appliqué sur des ovocytes exprimant l’un de ces deux mutants réduit l’échange 
d’anions respectivement de 63% et de 89% par rapport à la condition sans PCMBS. Ces 
résultats montrent que : 
 Ces positions sont bien accessibles au solvant  La chaîne latérale de ces résidus se situe au niveau du site de passage des anions de 
l’AE1. 
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3.6.4.5 Implication des TM5 et TM3 dans la fuite de cation du mutant H734R. 
 
Dans le chapitre précédent nous avons montré qu’en plus du segment transmembranaire 8, les 
segments transmembranaires 3 et 5 faisaient aussi partie du site d’échange d’anions de l’AE1 
sauvage. Nous avons donc voulu vérifier si les segments transmembranaires 3 et 5 faisaient 
aussi partie du site de passage des cations.  
Pour cela, nous avons effectué les mutations cystéines dans les segments transmembranaires 
3 ou 5 sur l’AE1-H734R perméable aux cations. Nous avons effectué ces mutations par 
coupure et ligation comme décrit dans la section « matériel et méthodes ». 
 
3.6.4.5.1 Mesure de la perméabilité au lithium des mutants H734R-Cys sur segment 
transmembranaire 5 ou 3. 
Les doubles mutants nouvellement créés sont les suivants :  
 Segment transmembranaire 5 : H734R-S525C; H734R-F526C; H734R-S529C; H734R-
L530C; H734R-I533C; H734R-E535C; H734R-F537C; H734R-L540C; H734R-I541C; 
H734R-K542C.  Segment transmembranaire 3 : H734R-S465C/I/A, H734R-L468C et H734R-F471C.  
Nous avons mesuré la perméabilité au lithium des ovocytes exprimant ces diverses 
constructions. 
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Figure 40. Mesure de l’entrée de lithium dans des ovocytes de xénopes exprimant des mutants H734R et 
cystéines dans TM5 et TM3. 
(A) Influx de lithium dans des ovocytes non-injectés, exprimant l’AE1 H734R ou l’AE1 portant une double mutation 
dans le TM5.  
(B) Effets des réactifs cystéines sur l’influx de lithium dans les doubles mutants du TM5 normalisé pour chaque 
mutant par rapport aux ovocytes sans réactif. 
(C) Influx de lithium dans des ovocytes non-injectés, exprimant l’AE1 H734R ou l’AE1 portant une double mutation 
dans le TM3. 
(* test t de student, p≤0,05) 
 
L’entrée de lithium provoquée par l’addition de la double mutation H734R est plus importante 
que l’entrée lithium induite par des mutations cystéine seules dans le TM 5 (figure 40A par 
rapport à la figure 37B). Par ailleurs, on peut observer que cette différence ne peut pas être 
imputable à des variations de la quantité membranaire de protéine à la membrane plasmique 
des ovocytes (figure 41). 
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Figure 41. Expression membranaire des doubles mutants H734R et cystéines dans TM 3 et 5. 
(A) Western blots de membranes d’ovocytes biotinylés exprimant les doubles mutants de l’AE1 révélés avec des 
anticorps dirigés contre l’AE1 (partie du haut) ou la sous-unité β1 de la Na+/K+ ATPase (partie du bas). 
(B) Quantifications des westerns blot obtenus (moyennes de 3 expériences indépendantes). 
 
3.6.4.5.2 Effet de la liaison de réactifs cystéine sur les doubles mutants H734R-Cys du TM5. 
Les ovocytes exprimant les doubles mutants H734R-Cystéine dans le TM5 ont été traités par 
MTSET, MTSEA ou PCMBS avant mesure du flux de lithium La figure 40B montre que 2 
positions, C530 et C533 sont affectées par le MTSET et/ou le PCMBS. Le MTSET inhibe de 
25% l’influx de lithium sur le mutant H734R-L530C, alors que le PCMBS et le MTSET inhibent 
de 45% et 33% respectivement l’influx de lithium dans les ovocytes exprimant H734R-I533C. 
Ainsi, les positions C533 et C530 sont accessibles aux cations dans un AE1 dépourvu d’activité 
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3.6.4.6 Importance de la position ͺͼͻ dans l’échange d’ion de l’AE1. 
 
Lors des expériences sur les simples mutants du TM3 nous avons constaté que la position 465 
semblait importante pour le passage des ions (Figure 38B). 
Nous avons effectué les mêmes mutations sur S465 dans l’AE1-H734R et mesuré l’entrée de 
lithium dans les ovocytes exprimant ces constructions (figure 42B). 
 
Figure 42. Perméabilité aux ions des mutants ponctuels sur la position 465 du TM3. 
Cette figure met en parallèle les effets de la mutation de l’acide aminé S465I sur le passage des ions dans l’AE1 
(A) Mesure de la régulation de pH dans l’ovocyte de xénope exprimant l’AE1 sauvage ou l’une des trois mutations 
ponctuelle de la Serine 465. (Ces résultats ont déjà été montrés dans la figure 38B) 
(B) Mesure de l’entrée de lithium dans l’ovocyte de xénope exprimant l’AE1-H734R ou l’une des trois doubles 
mutations associant H734R et une mutation ponctuelle de la Serine 465. 
 
Nous avions déjà noté que la simple mutation S465I bloquait complètement l’échange 
chlorure/bicarbonate alors que les substitutions par d’autres acides aminés plus petits (alanine 
ou cystéine) n’affectaient pas significativement cet échange (figure 38B ou 42A). De la même 
manière, des doubles mutants associant une mutation H734R à des mutations sur la position 
465 ont le même profil : En effet nous ne constatons pas d’inhibition significative lors des 
mutations S465C ou S465A alors que la mutation S465I induit une forte réduction de l’influx de 
lithium mesuré (figure 42B). 
Ces derniers résultats soulignent d’autant plus l’importance de l’acide aminé Sérine 465 dans le 
passage des ions par l’AE1. Cela suggère que cette position particulière ferait aussi partie du 
site de passage des ions dans l’AE1 sauvage et H734R. 
L'effet de la liaison de réactifs chimiques sur la cystéine accessible a ensuite été évalué sur ces 
doubles mutants (figure 40B). Les ovocytes exprimant les doubles mutants H734R/Cys dans le 
TM5 ont été traités par MTSET, MTSEA ou PCMBS avant mesure du flux de lithium. La figure 
40B montre que 2 positions, C530 et C533 pourraient être affectées par le MTSET et/ou le 
PCMBS. Le MTSET inhibe de 25% l’influx de lithuim sur le mutant L530C/H734R, alors que le 
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PCMBS et le MTSET inhibent de 45% et 33% respectivement l’influx de lithium dans les 
ovocytes exprimant I533C/H734R. 
 
3.6.4.6.1 Perméabilité au lithium des mutants H734R sur segment transmembranaire 3. 
Nous avons observé que le pCMBS bloque l’échange d'anions de deux mutants cystéine dans 
le TM3 (L468C et F471C) et du mutant isoleucine et S465I. Nous avons vérifié si on pouvait 
aussi bloquer la fuite de cations créée par une mutation H734R sur ces trois positions.  
Nous avons donc procédé comme pour le TM5 et créé les mutants H734R-L468C, H734R-
F471C et H734R-S465I. Nous avons vérifié l’expression membranaire (figure 41) sans pouvoir 
constater de différence significative dans leur niveau d’expression membranaire par rapport à 
l’AE1-H734R contrôle. 
Dans la figure 40C nous avons évalué l’influx de lithium de ces mutants H734R-L468C, H734R-
F471C. Lors des mesures nous n’avons pas pu constater d’inhibition significative par le PCMBS 
1mM, ni par le MTSET 10mM. En revanche, une forte réduction de l’influx de lithium est 
observée dans les ovocytes exprimant le mutant H734R-S465I suggérant l'importance de la 
Ser465 dans la fuite de cations induite par la mutation H734R. Ceci permet de valider 
l’implication du TM3 dans la fuite de cations. 
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4 Discussion. 
 
4.1 Le modèle du cotransporteur uracile-proton. 
 
Proposer un modèle définitif pour l’AE1 est problématique car il y a peu de données structurales 
pour la partie membranaire de l’AE1 et l’élaboration de cristaux de l’AE1 est rendue difficile à 
cause de contraintes expérimentales (Lemieux et al., 2002). Néanmoins en 2010, une structure 
d’un dimère d’AE1 a été publiée, basée sur un cristal avec une définition de 7,5 à 16 Å 
(Yamaguchi et al., 2010a, Yamaguchi et al., 2010b). Cette résolution ne permet pas la détection 
précise des structures tertiaires ni le placement des acides aminés. Cependant les auteurs ont 
proposé une projection de leur cristal sur la structure du canal ClC d’Escherichia coli, en réalité 
un échangeur proton/chlorure. Pour cela, les auteurs ont construit une carte tridimensionnelle 
de l’AE1 avec une définition de 7,5 Å après avoir fusionné 31 images de densité électronique 
obtenues à partir de leur cristal. Cette carte 3D a ensuite été projetée en deux dimensions et 
comparée avec une projection du canal ClC obtenue de la même manière à partir de données 
avec une résolution de 6,5 Å publiées par J.A. Mindell et al (Mindell et al., 2001). Cette 
comparaison a permis aux auteurs de proposer que les TM1+TM2 et les TM8+TM9 de l’AE1 
formaient une structure antiparallèle autour du pore de l’AE1. Malgré tout, les auteurs ont noté 
qui si selon leur modèle, l’AE1 et le ClC ont une similarité structurelle, leurs conformations sont 
significativement différentes. Ils expliquent cette discordance par des différences existant entre 
les séquences des deux protéines ou à des changements de conformation dans la structure du 
ClC. 
Beaucoup plus récemment P. Bonar & J.R. Casey (Bonar et al., 2013) ont repris ces 
observations pour proposer un modèle de la partie membranaire (résidus 388 à 911) de l’AE1 
construit par homologie et basé sur le même canal ClC. 
Selon les auteurs, les séquences de l’AE1 humain et du ClC d’E coli. ont une identité de 9,8% 
et une similitude de 18,4%. De plus, le modèle de l’AE1 que P. Bonar propose comporte de 
nombreuses lacunes notamment Glu480-Ser525 et Thr728-Gly838 qui correspondent à de 
larges boucles extracellulaires dans le modèle du ClC. Les auteurs mettent en avant la 
localisation membranaire en dimère du ClC, où chaque monomère fonctionne 
indépendamment, ainsi que sa vitesse de fonctionnement de 2.1*103 ions/s (Accardi et al., 
2010) qui se rapproche de celle de l’AE1 (5*104 ions/s. (Jennings, 1989)), malgré une différence 
d’un facteur 20. De plus deux autres transporteurs de bicarbonate les SLC26A3 et SLC26A6 
(voir « introduction/Les autres transporteurs de bicarbonates ») ont été modélisés grâce au ClC 
(Ohana et al., 2011). 
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L’identification du TM8 comme bordant le site de transport de l’AE1 par le groupe de Joe 
Casey, ainsi que les données de  topologie publiées qui sont présentés dans la partie 
« introduction/modèle topologique de l’AE1 », restent valides sur leur modèle du domaine 
transmembranaire de l’AE1 basé sur le ClC. Cependant l’orientation de certains acides aminés, 
notamment ceux du TM8 est discutable (cf. partie 4.3 « liaison des réactifs sulfhydriles avec les 
cystéines »). 
De manière surprenante, parmi les résultats que nous avons obtenus de notre côté, le ClC d’E. 
coli ne fait pas partie des meilleurs scores retenus par les logiciels d’analyses. Même en 
imposant le ClC (PDB: 1OTS) à I-TASSER, que nous avons utilisé pour notre propre modèle, le 
résultat n’a pas atteint une compatibilité suffisante avec les données de topologie paramétrées 
pour être retenu. Par exemple la région Arg808-Leu835 qui a été positionnée du côté 
intracellulaire par des études de liaison d’anticorps (Wainwright et al., 1990) est placée côté 
extracellulaire sur le modèle basé sur le ClC. 
Notre modèle basé sur l’UraA nous a permis de mettre en avant plusieurs résidus appartenant 
aux TM3 et TM5 : la leucine 530, l’isoleucine 533, la leucine 468 et la phénylalanine 471, 
susceptibles d’être impliqués dans l’activité de transport. Nous avons ensuite pu valider 
biochimiquement leur présence dans le site de passage des ions. Sur le modèle du ClC, ces 
quatre acides aminés sont très éloignés des deux résidus clés du TM 8: la leucine 669 et la 
leucine 673, qui ont été mis en évidence tant par l’équipe de Casey que par nos travaux comme 
faisant partie du site de passage des ions. L’organisation imposée par le ClC est incompatible 
avec les données de liaison de réactifs sulfhydriles que nous avons recueillies. Le modèle basé 
sur l’UraA est beaucoup moins évasé que celui du ClC et correspond mieux avec ces données. 
Néanmoins, l’acide glutamique 681 du TM 8 essentiel à l’échange chlorure /bicarbonate est 
moins accessible dans le modèle UraA que dans celui du ClC mais cette position reste 
compatible avec son implication dans la fonction d’échange dans les deux modèles. 
 
4.2 Effet des mutations cystéine sur la fonction d’échange de l’AEͳ. 
 
Lors des mutations cystéine du TM 8 aucun des mutants testés ne présentait de fuite cationique 
avec une simple mutation. Pour induire une fuite cationique nous avons muté une seconde fois 
l’AE1-cystéine par une substitution H734R. Certaines mutations cystéine sur des acides aminés 
dans les TM 3 et TM 5 faisaient diminuer voire disparaître l’échange chlorure/bicarbonate 
(S525C, I528C, F532C or E535C) (figure 36) et éventuellement apparaître une fuite de cations 
insensible à la ouabaïne et au bumétanide sans avoir besoin de faire une seconde mutation 
(F526C, I528C, F532C, Y534C, K539C et L540C) (figure 37). Cependant ces fuites de cations 
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restaient plus faibles que celle induite par la seule mutation H734R (la différence mesurée est 
d’un facteur 3 à 5). Lorsque que nous avons effectué une seconde mutation H734R sur le 
simple mutant L540C nous avons constaté que le double mutant avait une fuite de cations plus 
importante que celle provoquée par les simples mutations H734R ou L540C même 
additionnées (H734R seul : 1500 pmol/ovocyte/h, L540C seul : 200 pmole/ovocyte/h et H734R-
L540C : 3500pmol/ovocyte/h, figure 40). En parallèle, une simple mutation cystéine telle F526C 
qui ne modifiait pas significativement les propriétés de l’échangeur à elle seule, montre une 
fuite de cations bien supérieure lors de la double mutation avec H734R que le simple mutant 
H734R. Pour expliquer ces phénomènes d’amplification, nous pouvons supposer que même si 
elle n’est pas mesurable par nos outils chaque mutation a un impact sur l’AE1. Ces mutations à 
proximité du site de passage des ions semblent aller dans la même direction : un élargissement 
du pore ou une diminution de la sélectivité de ce dernier qui au-delà d’un certain seuil de 
« déformation », fait apparaître la fuite de cations et/ou disparaître la fonction d’échange 
d’anions. 
 
4.3 Liaison des réactifs sulfhydriles avec les cystéines. 
 
L’effet des réactifs sulfhydriles sur les cystéines est très variable selon la position qui a été 
mutée. Tous les résultats que nous avons obtenus vont dans le même sens : les meilleures 
inhibitions des fuites de cations ou d’échange chlorure/bicarbonate que nous avons pu observer 
concernent des positions situées au centre des segments transmembranaires (figure 43). 
 
 
Figure 43. Zone d’inhibition par les réactifs sulfhydriles. 
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Dans les modèles basés sur le ClC décrit dans la littérature ou le modèle basé sur le 
symporteur uracile-proton que nous avons décrit, le site de passage des ions apparaît sous la 
forme d’un pore évasé vers l’extérieur se resserrant au niveau du glutamate 681. Dans le cadre 
d’une fuite de cations par ce pore, les ions vont pouvoir se faufiler sans que la protéine n’ait 
besoin d’effectuer de mouvement comme on le décrit pour l’échange chlorure bicarbonate 
(Brock et al., 1983) : la protéine adopte tout à tour une conformation ouverte vers l’extérieur où 
elle interagit avec un premier anion, cette interaction fait basculer la protéine dans une 
configuration ouverte vers l’intérieur qui permet à cet anion de se retrouver à l’intérieur de la 
cellule où il est échangé avec le second anion qui fait rebasculer la protéine dans sa 
configuration d’origine. 
Selon nos hypothèses, la fuite se comporte comme un canal cationique co-localisé au même 
endroit que le site d’échange des anions. La capacité des réactifs sulfhydriles à bloquer ou non 
ce passage de cations repose en partie sur un phénomène d’encombrement stérique. Dans ce 
système de pore évasé vers l’extérieur, le blocage optimal s’effectue donc au niveau où la taille 
du pore sera à peu près égale à celle des réactifs (figure 44). 
 
 
Figure 44. Pore ionique de l’AE1 dans le modèle basé sur le symporteur uracile-proton. 
Sur cette figure sont affichés uniquement les segments transmembranaires 3, 5 et 8 et les mesures en Angström (en 
jaune) entre les différents carbones α des acides aminés annotés sur les hélices. 
 
Selon les mesures que nous avons effectuées grâce à Pymol sur le modèle que nous avons 
proposé, la zone qui regroupe les lieux de mutation cystéine qui ont pu être efficacement 
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bloqués par les réactifs sulfhydriles dans les segments transmembranaires 3, 5 et 8 (leucine 
468, phénylalanine 471, leucine 530, l’isoleucine 533, leucine 669 et la leucine 673) ou par une 
mutation sérine en isoleucine (sérine 465) sont du même ordre de grandeur que les réactifs 
PCMBS et MTSET/MTSEA (figure 44). Par exemple, le PCMBS à une configuration plane qui 
peut être assimilées à un rectangle de 6,5 Å de large par 9,0 Å de long lorsque on intègre le 
groupe thiol qui sert de liaison entre la chaine latérale d’une cystéine et le pCMBS (Jennings, 
1989). 
Sur le modèle basé sur ClC les mesures sur les mêmes acides aminés donnent des valeurs 3 à 
4 fois plus grandes (figure 45). De plus les TM 3, 5 et 8 sont séparées les uns des autres par 
d’autres segments transmembranaires. Enfin, les résidus faisant partie du pore anionique du 
TM8 selon l’équipe de Casey, sont orientés du côté extérieur de la protéine. 
 
Figure 45. Pore ionique de l’AE1 dans le modèle basé sur le ClC (PDB : 1OTS). 
(A) Sur cette figure sont affichés uniquement les segments transmembranaires 3, 5 et 8 et les mesure en Angström 
(en jaune) entre les différents carbones alpha des acides aminés annotés sur les hélices 
(B) Partie membranaire entière. 
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5 Matériel et méthodes. 
 
5.1 Construction ADNc avec les mutations ponctuelles de l’hAEͳ. 
 
Les mutants créés par mutation ponctuelle de l’AE1 humain (forme érythrocytaire) ont été faites 
à partir de la séquence de l’AE1 sauvage cloné dans le plasmide pSP65 (voir annexes pour la 
du carte plasmide). Nous avons utilisé une stratégie de PCR en utilisant le kit « QuickChange 
site directed mutagenesis » (Stratagene) et des amorces (Eurogentec, Seraing, Belgique) 
couvrant 15 bases en aval et en amont de la mutation. Le protocole de PCR utilisé est celui 
recommandé par le kit de mutation. 
La réaction de PCR est faite à partir de 1µL de pSP65-hAE1 à 0,5µg/µL, 1µL dNTP 10mM, 1µL 
amorce sens 20µM, 1µL amorce anti-sens 20µM, 5µL tampon Pfu 10x, 1µL Pfu turbo, H2O qsp 
50µL.  
Le cycle utilisé est le suivant: 
étape de préchauffage : 95°C 3min,  
cycle PCR :    95°C, 30sec, 
     55°C 30sec,   x12 
     68°C 12min. 
     68°C 15 min 
La PCR est suivie d’une digestion du plasmide parental par Dpn1 durant 2h à 37°C. 
Dans le cas de doubles mutations nous avons utilisé deux approches différentes.  
La première approche est un duo de mutations consécutives par PCR selon le protocole décrit 
dans le paragraphe précèdant, par exemple une première mutation H734R suivi d’une seconde 
mutation, A666C une fois que la première mutation a bien été validée par séquençage. Cette 
stratégie a été utilisée pour effectuer les doubles mutants H734R-TM8 de hAE1. 
La seconde approche se fait en 2 étapes :  
 Chaque mutation par PCR est réalisée en parallèle sur le plasmide pSP65hAE1.   La double mutation finale est obtenue par coupure et ligation d’un fragment d’ADN 
contenant une simple mutation dans un second plasmide contenant la seconde 
mutation. Il s’agit donc du remplacement d’une partie d’un des plasmides par un 
fragment d’ADN provenant du second plasmide, contenant la seconde mutation. Cette 
opération est effectuée grâce à l’action d’un couple d’enzymes de restriction et d’une 
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ligase. Sur le plasmide pSP65-hAE1 nous avons utilisé la présence de deux sites 
uniques de restriction PsiI et HindIII situés respectivement à l’intérieur de la séquence 
de l’AE1 et en aval de cette dernière en suivant le sens de lecture du plasmide. Les 
sites de restriction PsiI (coupure franche (5’-TTA|TAA-3’ en position 1658 de l’hAE1) et 
HindIII (coupure 5’A|AGCTT-3’) empêchent une insertion tête-bêche de l’insert dans le 
plasmide, l’insertion de plusieurs insert d’affilé ou une absence de l’insert dans un clone 
positif). Le fragment et le plasmide principal sont reliés grâce à la ligase T4. 
Les mutations ponctuelles faites au sein du TM 8 se situent sur le même fragment PsiI-HindIII 
que la mutation ponctuelle H734R Cette deuxième stratégie n’a donc été applicable que pour 
les mutations situées sur les TM 3 et TM 5 de la protéine AE1, car les deux sites de mutations 
(TM 3 ou TM 5 et H734R) se situent de part et d’autre du site de coupure PsiI. Notons que les 
colonies bactériennes résultant de la transformation de bactéries compétentes avec ces 
constructions sont positives dans quasiment 100% des cas. Le gain de temps est significatif car 
les expériences peuvent débuter sans risque, en parallèle du séquençage de vérification. Dans 
le cas où on possède déjà des simples mutants ce gain de temps est encore plus grand. 
Cette seconde approche a aussi été adaptée pour introduire la mutation G701D dans le 
plasmide pPB1-MDhAE1 qui a servi pour exprimer l’AE1 dans la levure Saccaromyces 
Cerevisiae. 
 
5.2 Transformation des bactéries compétentes. 
 
Chaque plasmide construit est amplifié dans des bactéries avant d’être utilisé au laboratoire. 
Des bactéries compétentes d’Escherichia coli (Lucigen) sont transformées avec les différents 
mutants de l’AE1. 10 µL de bactéries compétentes décongelés à partir d’aliquots conservés à -
80°C sont placés sur glace. A t=0 est ajouté 1µL de plasmides produits par PCR dans chaque 
tube. Les tubes sont conservés sur glace 30 min. Un choc thermique à +42°C pendant 45 sec 
est réalisé, puis les tubes sont remis sur glace deux minutes après lesquelles sont ajoutés 
200µL de milieu SOC. (2% bacto-tryptone, 0.5% bacto-yeast extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 
10 mM MgCl2, 20 mM MgSO4, 20 mM glucose). Les bactéries sont placées dans un incubateur 
à 37°C sous agitation lente pendant au moins une heure. Elles sont ensuite étalées sur boite LB 
ampicilline et mises à pousser sur la nuit à 37°C. Le lendemain les boîtes sont placées au 
réfrigérateur à +4°C pour conservation. 
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Les bactéries ayant poussés sur les boîtes LB ampicilline sont repiquées colonie par colonie et 
mises en cultures dans des tubes de 10 mL « bactério » contenant 4ml de milieu LB + 4 µL 
ampicilline et mises à pousser une nuit à 37°C.  
Les plasmides contenus dans les bactéries sont ensuite purifiés  en utilisant le kit « Nucléospin 
Plasmid » de Machery-Nagel puis séquencés. 
Pour chacune des mutations le plasmide d’au moins un clone positif a été séquencé aux fins de 
vérification (Beckman Cogenics, Takeley, Royaume-Uni), puis utilisé pour la suite des 
expériences. 
 
5.3 Synthèse des ARN pour injection. 
 
Les plasmides pSP65 contenant les AE1 mutés (milieu sans RNases) ont été linéarisés par 
HindIII avant la transcription. Les ARN ont été synthétisés en utilisant l'ARN polymérase SP6 
(kit mMESSAGE mMAchine Ambion) selon le protocole défini par le fabricant, sans utiliser de 
[α32 P] UTP à partir de 6 µg d’ADN linéarisé. L'incubation est de deux heures à 37°C. La 
réaction est arrêtée par addition de 1µL de TURBO DNase (fournie dans le kit) pendant 15 
minutes à 37°C.  
L’ARN a été précipité, par ajout de deux volumes de chlorure de lithium 8 M, pendant la nuit à -
20°C. Le culot a été remis en solution dans de l’eau sans RNases est conservé à -20°C. Les 
concentrations des ARN ont été déterminées par absorbance UV à 260 nm et contrôlées sur 
gel agarose/MOPS/formaldéhyde. 
 
5.4 Injection d’ARN dans les ovocytes de xénope. 
 
 Pour produire la protéine dans les ovocytes nous avons injecté de l’ARNc obtenus à 
partir des plasmides clonés dans le vecteur pSP65. 
Les plasmides pSP65-hAE1 sauvage ou mutés sont linéarisés par digestion enzymatique, 
grâce à l’enzyme de restriction HindIII. L’ADN linéaire obtenu est ensuite transcrit en ARN 
grâce à la polymérase SP6 (le kit « Ambion transcription kit » a été utilisé pour la transcription)  
L’ARN obtenu est injecté dans des ovocytes de xénope (Xenopus laevis) par micro-injection à 
l’aide de micropipettes fabriquées au laboratoire à partir de micro-tubes (« microcaps » 6,66 µL 
Drummond,) étirés grâce à un étireur SUTTER, taillés et gradués manuellement. Ces 
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micropipettes permettent l’injection de 50 nL de solution d’ARN par ovocyte. La quantité d’ARN 
injecté par ovocyte est de l’ordre de 10 ng d’ARNc d’hAE1 sauvage ou muté. 
 Les ovocytes injectés sont maintenus à 18°C dans du MBS (composition du MBS 
« Modified Barth's Saline » : NaCl 85 mM, KCl 1 mM, NaHCO3 2,4 mM, MgSO4 0.82 mM, 
Ca(NO3)2 0,33 mM, CaCl2 0,41 mM, HEPES 10 mM, NaOH 4,5 mM, pH 7,4, complété avec de 
la pénicilline 10 U/ml et streptomycine: 10µg/ml) pendant trois à quatre jours avant d’effectuer 
les expérimentations. 
 
5.5 Modèle xénope. 
 
La plupart des tests fonctionnels ont été effectués dans de l’ovocyte de xénope. 
Les ovocytes proviennent de xénopes femelles anesthésiées avec du MS222 en suivant la 
procédure recommandée par notre comité d’éthique. Le MS222 ou tricaine mesylate est un 
relaxant musculaire. Il bloque les potentiels d’action entre le cerveau et les muscles ainsi 
qu’entre les muscles et le cerveau. Ainsi il n’y a plus de contraction musculaire possible ni de 
retour sensoriel vers le cerveau. Les ovocytes utilisés sont des ovocytes de stade V-VI. 
Pour les expériences de mesure du contenus en sodium et potassium, des ovocytes sont 
maintenus après l’injection dans du MBS supplémenté avec du bumétanide 5 µM et de la 
ouabaïne 0,5 mM bloquant respectivement le cotransporteur sodium-potassium chlore (NKCC1) 
et la pompe sodium-potassium ATPase (Na+/K+ ATPase). 
 
5.6 Mesure des contenus des ovocytes de xénope en sodium et potassium : 
 
Trois à quatre jours après l’injection d’ARNc dans les ovocytes, ces derniers sont retirés de 
l’incubateur à 18°C, lavés deux fois rapidement dans de 2 x 7,5 ml d’eau milliQ (Millipore) 
glacée et placés sur des carrés de papier aluminium sans milieu de rinçage. Les ovocytes sont 
regroupés par lots de cinq ovocytes par carré de papier aluminium et séchés 8-10 heures dans 
un four à 80°C. Les ovocytes sont pesés à la sortie du four sur une balance de précision pour 
déterminer leur masse sèche.  
Le contenu ionique est extrait des ovocytes séchés resuspendus dans 4 mL d’eau milliQ par lot 
de cinq ovocytes. La suspension est placée une nuit dans un réfrigérateur à 4°C. Au moment 
de la mesure on rajoute 2% d’acide perchlorique par tube (soit 80 µL pour 4 mL d’eau milliQ). 
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5.7 Mesure de l’échange chlorure/bicarbonate dans les ovocytes de xénope. 
 
Le pH intracellulaire des ovocytes est mesuré à l’aide de microélectrodes sélectives aux 
protons. 
La capacité des ovocytes exprimant l’AE1 sauvage ou muté de réguler le pH intracellulaire est 
vérifié en mesurant le pH intracellulaire dans des ovocytes acidifiés par incubation dans un 
milieu NaCl 63,4 mM; KCl 1 mM;  HCO3
- 24 mM; MgSO4 0,82 mM; Ca(NO3)2 0,33 mM; CaCl2 
0,41 mM; HEPES/NaOH 5 mM pH=7,35; CO2 5%, O2 95%. Les ovocytes sont ensuite baignés 
dans du MBS sans chlorure (Na+/Gluconate 63,4 mM; K+/Gluconate 1 mM; HCO3
- 24 mM; 
MgSO4 0,82 mM; Ca(NO3)2 0,74 mM HEPES/NaOH 5 mM pH 7,35, CO2 5%, O2 95%) et 
l’alcalinisation potentielle résultant de ce changement de bain est déterminée. 
Le dispositif de mesure est constitué d’une cuve perfusée en continu et de deux 
microélectrodes : une électrode KCl 3 M et une électrode avec un ionophore H+, destinées à 
être implantées dans les ovocytes (figure 46A). Les électrodes sont reliées à un électromètre 
enregistrant le potentiel de membrane de l’ovocyte (voie 1, électrode KCl) et le potentiel 
équivalent à la somme du potentiel de membrane plus le potentiel électrochimique des protons 
intracellulaires (électrode sensible aux H+) valeur du pH intracellulaire (voie 2). En sortie, la 
différence voie 2 moins voie 1 est enregistrée, cette valeur correspond au potentiel 
électrochimique des ions H+. En début d’expérience l’électrode sensible aux H+ est calibrée 
avec des solutions de pH connues ce qui permet de traduire les valeurs de potentiel de H+ en 
valeur de pH intracellulaire. 
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Figure 46. Mesure du pH intracellulaire des ovocytes.  
(A) Schéma du montage des électrodes sur un ovocyte.  
(B) Equilibre CO2/HCO3- de part et d’autre de la membrane plasmique sur des ovocytes pourvus d’un échangeur 
AE1 fonctionnel.  
(C) Enregistrement type pour des ovocytes injectés avec de l'ARN codant pour le la bande 3 sauvage (wt hAE1) ou 
non injecté. 
 
Les résultats sont donnés en ∆pHi par min, ± s.e.m. La variation de pH intracellulaire, ∆pHi,  est 
mesurée lorsque les ovocytes acidifiés sont exposés au milieu sans chlorure. Cela correspond 
à la vitesse initiale de l’alcalinisation. 
 
5.8 Mesure des mouvements de lithium dans l’ovocyte de xénope. 
 
Le lithium est utilisé comme substitut du sodium et du potassium pour les mesures de flux 
ionique dans les ovocytes de xénope. Naturellement absent des milieux de culture et des 
milieux cellulaires, l’utilisation du lithium permet de s’abstenir d’utiliser des isotopes radioactifs 
du sodium et du potassium. Pour prévenir les mouvements de cations par d’autres protéines 
que l’AE1, dans les ovocytes de xénope pendant les mesures nous avons utilisé des bloqueurs 
de la Na+/K+-ATPase et du co-transporteur Na+/K+/2Cl-. L’incubation des ovocytes pour 
l’expérience est faite en présence de 5µM de bumétanide et 0,5mM ouabaïne dans du LiNO3 
MBS (LiNO3 85 mM; KNO3 1 mM; NaHCO3 2.4 mM; MgSO4 0.82 mM; Ca(NO3)2 0.33 mM; 
CaCl2 0.41 mM; HEPES 10 mM; NaOH 4.5 mM; pH 7.4). Pour chaque expérience, 9 oocytes 
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par condition sont réunis et incubés deux heures dans la solution à 19°C. En fin d’incubation les 
ovocytes sont séparés individuellement dans des tubes Eppendorf™ de 1,5 mL après avoir été 
rincés dans d’eau distillée milliQ glacée. Ils sont ensuite lysés grâce à 50 µL d’une solution de 
soude à 0,1 N puis dilués dans un volume final de 300 µL d’eau distillée milliQ. Le lithium 
contenu dans les échantillons est mesuré par spectrométrie d’absorption atomique avec un 
Perkin Elmer AAS3110. Les résultats sont exprimés en pmol par ovocyte et par heure, et 




La thiolalkylation des cystéines est effectuée par une incubation de 15 minutes à température 
ambiante dans du MBS avec 0,2 à 1 mM de pCMBS (para-chloro-mercuri-benzene sulfonate), 
5 mM MTSEA (2-aminoethyl méthane thiosulfonate hydrobromide) préparé à partir d’une 
solution stock à 1 M dans du DMSO conservée à -20°C. Le MTSET 
(2(trimethylammonium)ethyl méthane thiosulfonate bromide), est pesé, préparé et solubilisé 
dans du MBS à 5 mM juste avant son utilisation. Après 15 minutes, les oocytes sont lavés dans 
du MBS et directement placés dans la solution de lithium ou de MBS pour la mesure de pH. 
 
5.10 Biotinylation et préparation des protéines membranaires. 
 
Pour détecter l’AE1 adressé à la membrane plasmique des ovocytes, les lysines des protéines 
de surface sont marquées avec de la sulfo-NHS-SS-Biotine (Pierce). Le marquage se fait 
pendant 15 minutes dans du MBS à pH 8 à 4°C. La réaction est arrêtée avec un tampon 125 
mM glycine, 25 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1 mM CaCl2, 1 mM MgSO4. Les ovocytes sont ensuite 
lavés dans du MBS pH8 et lysés mécaniquement dans un tampon d’homogénéisation (20 mM 
Tris HCl pH 7.4, 250 mM sucrose, 0.5 mM EDTA, 0.5 mM inhibiteur de protéase Péfabloc™ 
(Roche)).  
Les membranes des ovocytes sont récupérées grâce à trois centrifugations successives du 
surnageant à 2000, 4000 et 6000g. Le surnageant final est solubilisé dans un tampon RIPA 
(150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 50 mM Tris HCl pH 8, 1% Nonidet P40, 0.5 % Deoxycholate, 0.1% 
SDS, 0.5 mM Péfabloc™, 30 min. 4°C). Les protéines marquées à la biotine sont isolées grâce 
à une fixation sur des billes en résine d’avidine (Pierce) 30min à 4°C. Après un nouveau lavage 
en tampon RIPA les protéines marquées sont séparées des billes directement par le tampon 
d’élution utilisé pour le SDS-PAGE. 
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5.11 SDS-PAGE et transfert sur membrane des échantillons. 
 
Les échantillons de protéines sélectionnées par biotinylation à partir de préparation de 
membranes plasmique d’ovocytes sont analysés par SDS-PAGE. 
30µL d’échantillon sont chargés dans chaque puits correspondant à 50µg de protéines. 
Le gel de séparation de l’électrophorèse est un gel de 8% acrylamide dans lequel les 
échantillons migrent pendant 0,8h (= 48 min) à 1h à voltage constant (200V) et 500mA. 
Les protéines contenues dans le gel d’électrophorèse sont transférés sur une membrane de 
PVDF (Immobilon-P Membrane de Millipore) grâce à un transfert semi-sec effectué à 5W 
pendant 45 minutes. 
 
5.12 Immunodétection dans les échantillons d’ovocytes. 
 
L’immunodétection des protéines a été effectuée à partir d’échantillons de protéines 
sélectionnées par biotinylation à partir de préparation de membranes plasmique d’ovocytes, 
analysées par SDS-PAGE et transférées sur une membrane de PVDF (Millipore). 
Les membranes de PVDF sont incubées avec les anticorps primaires spécifiques indiqués dans 
la légende des figures. Les anticorps secondaires sont des anticorps anti-souris ou anti-lapin 
couplés à une peroxydase (Sigma) et détectés par chimiluminescence avec le réactif 
« Immobilon Western reagent » (Millipore) et Fusion FX7 (Vilber-Lourmat, France). Pour 
comparer les niveaux d’expression de l’AE1 dans des échantillons différents nous avons utilisé 
un marqueur des membranes cellulaire : la sous-unité ß1 Na-K-ATPase (Sigma). 
Les anti-corps utilisés sont  de l’Anti CDB3 (produit chez le lapin, don du Dr Phillip Low, Purdue 
University, Indiana, USA) qui marque un épitope intracellulaire de l’AE1 et l’anti- Na-K-ATPase 
(sous-unité ß1) de Sigma. 
 
5.13 Expression de l’AEͳ dans la levure. 
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Pour effectuer les expériences de production d’AE1 dans la levure nous avons utilisé trois 
plasmides différents. Nous avons ensuite transfecté les plasmides dans la levure selon le 
protocole décrit par O. Joubert (Joubert et al., 2010). 
 
 
5.13.1 Plasmide pYEPGal. 
 
Le vecteur pYEPGal contient le promoteur inductible pGAL1-10. Ce promoteur est activé en 
présence de galactose et réprimé en présence de glucose. La répression par le glucose est 
dominante par rapport à l’activation due au galactose et la souche K699 ne consomme que du 
galactose en absence de glucose dans le milieu. La séquence pour la purification des protéines 
(MAP : Multitag Affinity Purification), un site de reconnaissance pour la calmoduline (CBD : 
Calmodulin Binding Domain), un tag streptavidine et un tag hexahistidine pour chromatographie 
d’affinité, et un peptide hémagglutinine (HA) pour analyse par Western-blot anti-HA sont insérés 
entre les sites de restriction BamHI et XhoI. 
Les 5 mutants de l’AE1 induisant une perméabilité cationique et associés aux stomatocytoses 
héréditaires (L687P, D705Y, S731P, H734R et R760Q) ont été clonés dans le vecteur 
d’expression pour la levure Saccharomyces cerevisiae, pYEPGal, inductible par le galactose. 
La souche de levure K699 avait été transfectée avec ces différentes constructions : pYEPGal-
AE1-L687P, pYEPGal-AE1-D705Y, pYEPGal-AE1-S731P, pYEPGal-AE1-H734R, pYEPGal-
AE1-R760Q, Elles ont  été sélectionnées en contrôlant par western blot l’expression inductible 
par le galactose des mutants de l’AE1. Ces constructions et le test d’expression avait été 
effectué entre janvier et juillet 2007 avant mon arrivée dans le laboratoire (données non-
publiées). 
 
5.13.2 Plasmide pDDGFP-2  
 
Nous avons cloné le mutant S731P et l’AE1 sauvage dans un plasmide pDDGFP-2 (Newstead 
et al., 2007). Ce plasmide contient un gène de résistance à l’ampicilline Ampr et le gène de 
sélection URA3 qui permet aux souches de levure de pousser dans un milieu sans Uracile. Ce 
plasmide permet d’exprimer la protéine d’intérêt fusionnée avec la GFP (« Green Fluorescent 
Protein »). Cette fusion permet de faciliter la sélection des clones positifs, exprimant la protéine 
à haut niveau, dans la levure. La protéine GFP facilite le processus de sélection car elle devient 
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fluorescente seulement si la protéine en amont parvient à intégrer la membrane correctement 
(Drew et al., 2001). 
Pour effectuer le clonage dans Saccharomyces cerevisiae nous avons utilisé le plasmide que 
nous a gracieusement fourni David Drew, et dans lequel nous avons placés l’AE1 par 
recombinaison comme décrit dans son protocole (Drew et al., 2008). 
Le principe de ce clonage est de transformer des bactéries Escherichia coli DH5α avec le 
plasmide vide, linéarisé par SmaI et le gène d’intérêt flanqué par les séquences de 
recombinaisons complémentaires de celles inclues dans le plasmide.  
Cette opération s’effectue en trois étapes : 
 Insertion de la séquence de recombinaison autour de la séquence de l’AE1 par PCR. 
Elle a été effectuée grâce des amorces longues contenant dans une première partie la 
séquence complémentaire de la séquence de recombinaison et dans une seconde 
partie une séquence complémentaire de la séquence de l’AE1. La séquence de l’AE1 à 
été digérée au préalable par HindIII pour être compatible avec les amorces. Les 
amorces ont été commandées chez Eurogentec (Eurogentec, Seraing, Belgique).  Mélange du produit de PCR avec le plasmide pDDGFP-2 linéarisé par SmaI.  Transformation de Escherichia coli DH5α et encemencement dans un milieu contenant 
de l’ampicilline. Les plasmides de plusieurs colonies résistantes à l’ampicilline ont été 
récupérés et séquencés pour vérifier l’insertion correcte la séquence de l’AE1 dans 
pDDGFP-2. 
Les plasmides pDDGFP-AE1 et pDDGFP-AE1-S731P ont servi à transformer la souche de 
levures Saccharomyces cerevisiae déjà utilisées par David Drew (Drew et al., 2008). La 
sélection des levures a été effectuée dans un milieu sans uracile. La production de protéines 
recombinantes a ensuite été vérifiée visuellement grâce à la florescence GFP puis par western 
blot sur les colonies positives à la GFP. 
 
5.13.3 Plasmide pB1-MDhAE1. 
 
Nous avons aussi utilisé le plasmide pB1-MDhAE1 pour exprimer dans la levure Saccaromyces  
cerevisiae K699, l’AE1 sauvage et l’AE1-G701D. Ce plasmide a déjà été utilisé par l’équipe de 
J. Casey pour exprimer l’AE1 sauvage à un haut niveau d’expression dans la levure (Sekler et 
al., 1995a). Ce plasmide pB1-MDhAE1 nous a été généreusement fourni par J. Casey. La 
construction fournie par Casey contient un fragment BamH1 de l’ADNc de l’AE1 codant pour la 
région 183-911 de l’AE1 humain suivi d’un tag HIS (tag de purification par affinité codant pour 6 
- 113 - 
histidines). Cette construction est soumise au promoteur constitutif de la phosphoglycerate 
kinase. 
La création du G701D dans le plasmide pB1-MDhAE1 a été faite par coupure-ligation comme 
décrit dans la partie « Construction ADNc avec les mutations ponctuelles de l’hAE1 ». 
L’efficacité de la production de l’AE1 a été mesurée par western blot à partir d’échantillons issus 
de préparations de membrane de levure exprimant l’AE1 sauvage ou l’AE1 G701D. 
 
5.14 Milieux de culture des levures. 
 
Les levures S. cerevisiae K699 (Mata, ura3, and leu 2-3) sont cultivées dans un milieu riche 
YEP (1% extrait de levures, 2% Bacto-peptone) complété par 10% D-glucose, 10% D-fructose 
ou 10% D-galactose. 
Le milieu sélectif utilisé est un milieu Leucine- (Difco yeast nitrogen base 8 g/L sans acides 
aminés supplémenté avec un mélange d’acides aminé sans leucine: adénine 5,5 mg/L, tyrosine 
5,5 mg/L, uracile 5,5 mg/L, arginine2mg/L, l’histidine 1mg/L, lysine 4mg/L, méthionine 1 mg/L, 
phénylalanine 6 mg/L, thréonine 5mg/L, tryptophane 4 mg/L). 
La souche de levure utilisée pour le plasmide pDDGFP-AE1 ainsi que les milieux de culture 
sont décrits en détail dans le protocole de David Drew (Drew et al., 2008). 
 
5.15 Culture des levures. 
 
S. cerevisiae sont transformées avec l’un des vecteurs décrits ci-dessus et cultivés à 30 ou 
20°C à 220 rpm dans un milieu YEP supplémentés avec 2% glucose ou 2% fructose, dilués à 
D.O.600nm= 0,2. Les milieux de cultures sont ensuite supplémentés par 2% de galactose pour les 
levures avec le vecteur pYEPGal, jusqu’à atteindre une D.O.600nm= 5, puis centrifugés pendant 
10 minutes à 450g et 4°C avant la préparation des extraits. 
 
5.16 Extraits de levure et préparation des membranes. 
 
Toutes les étapes sont réalisées à 4°C. Les levures sont lavées dans de l’eau distillée et re-
suspendues dans un tampon de lyse (50mM phosphate de sodium (pH 7.4), 1 mM EDTA, 5% 
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glycérol, et 1 mM PMSF), puis cassées par vortex trois fois 7 minutes à 4°C avec des billes en 
verre (425–600 μm, Sigma). Les levures non cassées sont culotées pendant 10 min à 450g, les 
extraits sont obtenus à partir du surnageant. Les membranes sont préparées en centrifugeant 
les extraits à 50000g pendant 1h30. Lors de la préparation des extraits de membranes 
plasmiques trois centrifugations à 2000, 4000 et 6000g sont réalisées au préalable pour 
éliminer les noyaux et le plus gros des membranes intracellulaires avant l’ultracentrifugation à 
50000g. 
 
5.17 Gel d’électrophorèse et Western blotting pour les levures. 
 
Les échantillons de levure sont séparés grâce à un SDS–PAGE 10% et transférés sur 
nitrocellulose en utilisant les protocoles conseillés par les fabricants. 50 à 80 µg de membranes 
S. cerevisiae sont solubilisés dans un tampon A (50 mM Tris–HCl (pH 7.4), 100mM NaCl, 20% 
glycerol, 1mM PMSF) plus 1.0% de détergent et 0.2% cholesteryl hemisuccinate (CHS, Sigma) 
1 heure à 4°C sous agitation modérée. 
 
Les immunoblots sont marqués avec un anticorps anti-HA (produit chez la souris, Santa Cruz 
Biotechnology) pour les constructions dans pYEPGal ou un anti corps anti-CDB3 pour les 
constructions dans les deux autres plasmides. Ils sont couplés à des anticorps secondaires 
spécifiques anti-souris ou anti-lapin couplés à un sytème-HRP, puis révélés grâce à un kit ECL 
(Amersham Biosciences). 
 
5.18 Recoupement des données expérimentales et bio statistiques. 
 
Le regroupement, le traitement des données et les tests statistiques ont été faits grâce à deux 
logiciels : Excel (office.microsoft.com) et R (www.r-project.org/) selon les modalités décrites 
pour chaque expérience. 
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7  Annexes. 
7.1 Alignement des séquences de l’AE͵, l’AEʹ et l’AEͳ. 
 
- 130 - 
 
 
- 131 - 
7.2 Carte du plasmide pSP65-wteAE1. 
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7.4 Articles publiés 
7.4.1 Article 1 : Dual Transport Properties of Anion Exchanger : the same transmembrane 
segment is involved in anion exchange and in a cation leak. 
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7.4.2 Article 2 : Band 3 missense mutations and stomatocytosis: insight into the molecular 
mechanism responsible for monovalent cation leak.  
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7.4.3 Article 3 : Structural model of the anion exchanger 1 (SLC4A1) and identification of 
transmembrane segment forming the transport site 
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8 Résumés. 
 
8.1 Résumé en anglais. 
 
AE1 (SLC4A1, band 3) is a member of the SLC4 bicarbonate transporter family. This protein is 
the most abundant membrane protein on the surface of vertebrate red blood cells. The AE1 
exchanges chloride and bicarbonate ions in physiological conditions. In red blood cells, it is 
essential to many tasks including CO2 transport and cytoskeleton anchoring in the plasma 
membrane. 
Point mutations in the membrane spanning domain of AE1 convert the electroneutral exchange 
into a conductance for sodium and potassium cations or induce a cation leak in a still functional 
anionic exchanger. 
The molecular determinants that induce the movement of ions through the exchanger are still 
unknown. This work aims at identifying and mapping the transport site of AE1 protein in normal 
and pathological conditions. 
We modified a sulfhydryl-based chemistry to AE1. This provided information on the role of 
amino acids in the transport site of the protein. This strategy combined with the development of 
a three-dimensional model of the protein in silico, based on the uracil/proton symporter, allowed 
us to define the transport site of AE1. 
Analysis of our results showed that a single transport site in AE1 can switch between three 
different conformations depending on protein mutation: 
 I classical chloride/bicarbonate exchange, 
 II cation leak and anion exchange, 
 III cation leak only. 
According to our data the transport site involves the transmembrane segments 3, 5 and 8 and a 
highly conserved intracellular loop between transmembrane segments 8 and 9. The transport 
site is centered around the amino acids L468, F471, L530, L673, I533 and ends at glutamic acid 
681. The intracellular loop 690-705 acts as a cation filter. 
Our three-dimensional model will facilitate the study and identification of other key residues in 
the functioning of the wild type AE1 and its pathological mutants. In addition, it supports the 
analysis of AE1 membrane domain crystals. 
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8.2 Résumé en français. 
 
L’AE1 (SLC4A1, bande 3) est un membre de la famille des transporteurs de bicarbonate SLC4. 
Cette protéine est la protéine membranaire la plus abondante à la surface des globules rouges 
des vertébrés. L’AE1 effectue un échange chlorure/bicarbonate électroneutre dans des 
conditions physiologiques. Dans les globules rouges elle est essentielle à plusieurs tâches : 
notamment le transport du CO2 et à l’ancrage du cytosquelette à la membrane plasmique. 
Des mutations ponctuelles dans la partie membranaire de l’AE1, liées à des pathologies 
humaines, convertissent l’échange électroneutre en voie de conductance pour les cations 
sodium et potassium ou induisent une fuite de cations dans un échangeur d’anions toujours 
fonctionnel. 
Les déterminants moléculaires qui induisent les mouvements d’ions au travers de cet 
échangeur sont encore inconnus. Le travail présenté a eu pour but d’identifier et de 
cartographier le site de transport de la protéine dans ses versions normale et pathologique. 
Pour cela nous avons adapté à l’AE1 des outils basés sur la chimie des sulfhydriles capable de 
donner des informations sur le rôle d’acides aminés dans le site de transport de la protéine 
dans des conditions où la protéine effectue un échange chlorure/bicarbonate classique ou 
présente une fuite de cations. Cette stratégie combinée à l’élaboration d’un modèle 
tridimensionnel de la protéine in silico basé sur le symporteur uracile/proton nous a permis de 
définir le site de transport de l’AE1. 
Nos résultats démontrent qu’un site de transport unique dans l’AE1 peut basculer entre 3 
conformations différentes selon les mutations de la protéine : 
 I échange chlorure/bicarbonate classique,  
 II une fuite de cation et un échange anionique,  
 III la fuite de cation uniquement. 
Selon nos données, ce site met en jeu les segments transmembranaires 3, 5 et 8 ainsi qu’une 
boucle intracellulaire très conservée située entre les segments transmembranaires 8 et 9. Le 
site de transport se structure autour des acides aminés L468, F471, L530, I533 et L673 se 
terminant au niveau de l’acide glutamique 681 et de la boucle intracellulaire 690 à 705 agissant 
comme un filtre à cations. 
Notre modèle tridimensionnel permettra de faciliter l’étude et l’identification d’autres résidus clés 
dans le fonctionnement de l’AE1 sauvage et de ses mutants pathologiques. De plus c’est un 
support pour l’analyse de cristaux du domaine membranaire de l’AE1. 
